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(57) Zusammenlassung: Die vorUegende Eifindmig betrifft ein biologisches, zumindest teilweise in vitro hergesteUtes Gelenk- 
konstnikt. das wemgstens ein biovertragliches TOlgermaterial. Knoipelgewebe und Knochengewebe umfasst, wobd Knoipel- und 
Knochengewebe fest mitonander verbunden sind. Die Eifindung betrifft ausserdem ein Verfahren zur HersteUung dies^i- 
konstrukts. weiterer Aspekt der Eifin dung ist Knochengewebe, das transfizierfe ZeUen enthiUt, sowie ein Verfahren zu seiner 
Hers^ung Em weito^ Aspekt der Erfindung ist Knochengewebe. das gefissbildende Zellen oder angiogene Wachstumsfaktoren 
endialt, sowie em Verfahren zu seiner HersteUung. ovusiumMatiuren 
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Biologisches Gelenkkonstrukt 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein biologisches 
Gelenkkonstrukt und Verfahren zu seiner Herstellung sowie 
Knochengewebe, das trans fizierte Zellen enthalt und Verfahren 
zu dessen Herstellung. 



Gelenkdefekte konnen bislang chirurgisch nur durch 
Gelenkresektion, Gelenkversteifung, alloplastischen Ersatz mit 
Kunststoff- Oder Metallimplantaten bzw. Materialkombinationen 
daraus, oder durch biologische Iinplantate behandelt werden. 
Alloplastische Implantate werden jedoch nicht integriert und 
lockern sich unter Belastung. Als biologisches Implantat 
konnen nur Freindgewebe , beispielsweise Kniegelenke als 
sogenannte Allotransplantate verwendet werden. 

Fremdgewebeverpf lanzungen erfordern eine lebenslange 
Iimnunsupression mit Gefahren der Weichteiltumorentstehung. Ein 
autogener biologischer Ersatz kann bisher nur teilweise durch 
Einzelkomponenten erfolgen. Neben den bekannten chirurgischen 
Maflnahmen beinhalten wissenschaf tliche AnsMtze gegenwartig die 
Rekonstruktion kleiner Knorpeldefekte durch eine 
Knorpelzelltransplantation mit einem Knochenhautlappen 
(Brittberg-Methode) . Es gab verschiedene Ansatze, 
Einzelkomponenten zu rekonstruieren: 



Das US-Patent 5,053,050 beschreibt Zusammensetzungen zur 
Reparatur von Knorpel oder Knochen, wobei Knorpel- oder 
Knochenzellen in eine biologische, resorbierbare 
Tragersubstanz eingebracht werden, welche Serum, Fibrinogen 
und Thrombin enthalt. Die US-Anmeldung 5,041,138 beschreibt 
ein Verfahren zur Herstellung einer Knorpelstruktur durch 
Besiedelung einer TrSgersubstanz mit Knorpelzellen. In 
ahnlicher Weise betrifft die US-Anmeldung 5,786,217 ein 
Verfahren zur Herstellung eines vielzelligen 
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ein 



Knorpelkonstrukts, worin Knorpelvorlauf erzellen auf 
Tragermaterial aufgebracht warden und durch weiteres 
Kultivieren dif f erenzieren und Knorpelsubstanz bilden. Das US- 
Patent 5,736,372 beschreibt eine polymere Tragersubstanz , die 
Chondrozyten enthalt und geeignet ist, urn in vivo 
Knorpelstrukturen zu bilden. WO 98/42389 offenbart ein 
biologisches Material zur Behandlung von Knochen- oder 
Knorpeldefekten umfassend Periost und knochen- oder 
knorpelbildende Zellen. WO 97/46665 offenbart ein Implantat 
umfassend eine in vitro geziichtete Knorpelschicht , die mit 
einem Knochenersatzmaterial verbunden ist. Es wird jedoch kein 
lebendes Knochengewebe offenbart. wo 99/25396 beschreibt ein 
Mischgewebe enthaltend eine Mischung dissoziierter 
Chondrozyten und Osteoblasten in und auf einer polymeren 
Matrix. Es wird somit ein Hybridgewebe offenbart, das weder 
ein Knochengewebe noch ein Knorpelgewebe ist. WO 96/03160 
offenbart eine Suspension enthaltend unter anderem 
Chondrozyten und Osteozyten und Fibrinogen, die mit 'einer 
Thrombinlosung zu einer Zell-Fibrinmatrix umgesetzt werden. EP 
0 339 607 offenbart eine Zusammensetzung, die Chondrozyten 
Oder Osteoblasten oder andere Zellen enthalten kann, in 
Fibrinkleber. DE 195 43 110 offenbart ein steriles 
Knochenmaterial nativen Ursprungs fur die Transplantation, das 
im wesentlichen frei von Fett, Bindegewebe und Knorpelmasse 
ist und durch trockene Erhitzung und nachfolgende 
Dampf sterilisation erhaltlich ist. Das Knochenmaterial kann 
auch in Granulatform vorliegen. Es ist bekannt, da/3 bestimmte 
Wachs turns faktoren die Proliferation von Zellen verschiedenster 
Art stimulieren konnen. Die Internationale Anmeldung WO ' 
95/22611 beschreibt Verfahren und Zusammensetzungen zum 
Gentransfer in Knochenzellen in vivo, insbesondere zum 
Gentransfer von osteotropen Genen, die das Wachstum von 
Knochenvorlauferzellen in vivo stimulieren sollen. 

Bislang sind also erfolgreich lediglich Einzelkomponenten 
rekonstruiert worden, zum Beispiel Knochen oder Knorpel. 
Biologische Einzelkomponenten konnen komplexe, meist 
osteochondrale Defekte aber nicht ausreichend rekonstruieren. 



wo 00/74741 



3 



PCT/EP00/0S313 



Ungelost ist nach wie vor die Rekonstruktion komplexer 
Gelenkstrukturen bzw. der komplette biologische Gelenkersatz 
mit Knochen-, Knorpel-, Kapsel- und Bandanteilen. 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein 
vorteilhaftes biologisches Gelenkkonstrukt zur Verfiigung zu 
stellen. 

Diese Aufgabe wurde durch das erf indungsgemafie biologische, 
zumindest teilweise in vitro hergestellte Gelenkkonstrukt 
gelost. Im Rahmen dieser Anineldung bedeutet "in vitro", daJ3 
ein Prozefi auJ3erhalb des tierischen oder menschlichen Korpers 
stattfindet. Dazu zahlt auch die sogenannte "ex vivo"- 
Manipulation von Zellen, also das Kultivieren von isolierten 
Zellen, ihre Vermehrung und Veranderung. Es handelt sich aber 
nicht urn ein im menschlichen oder tierischen Korper natiirlich 
gewachsenes Gelenkkonstrukt. Das erf indungsgemafle 

Gelenkkonstrukt umfaJit wenigstens ein biovertrSgliches 
Tragermaterial, Knorpelgewebe enthaltend Chondrozyten und/oder 
Chondroblasten und Knorpelsubstanz , Knochengewebe enthaltend 
Osteoblasten und/oder Osteocyten und Knochensubstanz , wobei 
Knorpel- und Knochengewebe fest miteinander verbunden sind. 

Tragermaterialien sind Materialien, die keine zytotoxischen 
Effekte besitzen, die die Anhaftung von Zellen ermoglichen und 
die Proliferation und Dif ferenzierung der Zellen zu 
gewebesynthetisierenden Zellen erlauben. Weiterhin sollte das 
Material einen stabilen, physiologischen pH-Wert aufweisen. 
Zur Analyse dieser Kriterien konnen folgende Untersuchungen 
durchgef iihrt werden: 

Durch Elektronenmikroskopie kann die Oberf lachentopographie 
des Materials analysiert werden und die Anhaftung der Zellen 
uberpriift werden. Stof fwechseltests , beispielsweise der XTT- 
Test (cell proliferation kit, erhaltlich von Roche 
Diagnostics, Mannheim) liefern eine Aussage iiber die 
Proliferation der Zellen durch Messung ihrer 
Stoffwechselaktivitat. Es handelt sich hierbei um einen 
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Proliferationstest fiir lebende Zellen, bei dem ein Natrivun- 
Tetrazolium-Carboxanilit, kurz Tetrazoliumsalz (mit der 
Abkiirzung XTT) , dem Medium zugegeben wird. XTT entspricht 
Sodium-Tetrazolium-Carboxanilit . Damit kann ein zytotoxischer 
Effekt ausgeschlossen werden. Durch histologische Methoden 
kSnnen die gewebetypischen Matrizes von Knorpel, Knochen oder 
Kapsel nachgewiesen werden. Die gewebetypische Matrix kann 
auch durch immunhistochemische Verfahren bestimmt werden. 

Fur Knorpelgewebe werden als Tragersubstanz bevorzugt 
schwammartige Vliese, viskose, gelierende und sich 
verfestigende Gele oder netzartige Fadengewebe eingesetzt. Als 
biologische Varianten kommen dabei Fibrin-Throrabin-Komplexe, 
Kollagengele oder Alginate in Betracht. Als synthetische 
Materialien sind Kollagen, Hydrogele oder viskose Polymere 
denkbar. Sollen fur Knorpel vliesartige TrSgermaterialien 
verwendet werden, so konnen als biologische Variante 
Kollagenvliese und als synthetische Varianten Polylactid, 
Polyglycolid oder Polyurethan verwendet werden. 

Die Tragermaterialien fur Knochen weisen in der Regel eine 
feste, formbare bzw. bearbeitbare, dreidimensionale porSse 
Struktur auf (PorositHt ca. 80-90%), wobei die Poren 
untereinander verbunden sein konnen. Die 

Oberf lachentopographie sollte leicht gerauht sein. 
Tragersubstanzen konnen im wesentlichen aus Kollagen, 
Calciumphosphat oder Fibrin bestehen. Sie konnen jedoch auch 
aus synthetischen Polymeren bestehen. Als Knochen- 
Tragermaterialien konnen folgende stabile, dreidimensionale, 
porose Materialien verwendet warden: humaner oder animaler 
spongioser Knochen, gesinterter Knochen, Korallenmatrix, 
demineralisierte Knochenmatrix (biologische Varianten), 
Calciumphosphat-Verbindungen, Polylactid, Polyglycolid, andere 
Polymere (synthetische Varianten). Als viskose, gelierende und 
sich verfestigende Gele sind folgende Materialien einsetzbar: 
Fibrin-Throrobin-Komplexe, Kollagengele, Alginate (biologische 
Varianten), Hydrogele, viskose Polymere (synthetische 
Varianten) . Die Knochen-Tragermaterialien konnen weiterhin mit 
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Haftmolekiilen beschichtet sein, die die Anheftung von Zellen 
erleichtern. Solche Haf tmolekiile sind bevorzugt Fibronektin 
Oder Laminin. Wesentlich ist, daB keine Abstofiungsreaktionen 
gegen die Tragerraaterialien in dem Empf angerorganisraus 
auf treten. 

Fiir Kapselkomponenten sind bandf ormige Gewebenetze oder Vliese 
geeignet. Als Tragermaterialien zur Herstellung von 
Bandkomponenten sind allgemein membranartige synthetische 
resorbierbare Fasermaterialien einsetzbar, beispielsweise 
Polyglactin, Polyglycolsaure, Polymilchsaure oder 

Hyaluronsaure. 

Die Tragermaterialien fiir Bandkomponenten konnen auch als 
Tragermaterialien fiir Kapselkomponenten verwendet werden. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die 
Verwendung von Spongiosa als TrSgermaterial der 
Knochenkomponente . Uberraschenderweise wurde gefunden, da/5 
Spongiosa sehr gut geeignet ist, um KnochenvorlSuferzellen zur 
Synthese von Knochensubstanz anzuregen. Vorzugsweise handelt 
es sich dabei um autoklavierte , humane, allogene Spongiosa, 
die aus Hiiftkopfen gewonnen wird. Am bevorzugtesten wird das 
Material aus Hiiftkopfen gewonnen, die durch Wasserstrahl und 
Ultraschallbehandlung von losem Stroma gereinigt werden. 
Anschlieflend erfolgt Autoklavierung bei 134 °C und 2,5 bar zur 
Sterilisation. Das Material ist steril, nicht immunogen, 
resorbierbar und besteht aus Hydroxy lapat it und denaturiertem 
Kollagen Typ 1. 

Das in dem erf indungsgemaflen Gelenkkonstrukt enthaltene 
Knorpelgewebe enthalt Chondrozyten und/oder Chondroblasten und 
Knorpelsubstanz . Unter Knorpelgewebe ist ein aus Knorpelzellen 
(Chondrozyten) und - verschiedener - Grundsubstanz und 
verschiedenen Faserarten bestehendes viskoelastisches , gefafi- 
und nervenloses Stiitzgewebe zu verstehen. Unter 
Knorpelsubstanz ist die Grundsubstanz zusammen mit den 
verschiedenen Faserarten zu verstehen. Die Grundsubstanz 
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enthalt Glycosaminoglykane und Proteoglykane , vorzugsweise 
Hyaluronsaure, Chondroitinsulf at und Keratansulf at . Weiter 
sind Proteins und Mineralbestandteile enthalten. Als 
Faserarten konnen elastische Fasern, kollagene Fibrillen oder 
kollagene Fasern vorkommen. 

Unter Knochengewebe ist ein Gewebe zu verstehen, das aus 
Knochenzellen, kollagenen Fasern und einer verkalkten 
Grundsubstanz besteht. Knochensubstanz im Sinne der Anmeldung 
umfafit Kollagen, Glycosaminglykane und Proteoglykane, sowie 
anorganische Substanzen, hauptsachlich Calciumphosphat , das in 
Form von Hydroxylapatit-Kristallen auftritt. Zur Verbesserung 
der Gefaflneubildung kann das Knochengewebe 

Wachstumsfaktorproteine enthalten oder Osteoblasten, die mit 
fiir Wachs turns faktoren kodierenden Genen transfiziert vmrden. 
SchlieBlich konnen auch gef afibildende Zellen enthalten sein, 
die die Blutgef aiientstehung fordern (z.B. Endothelzellen oder 
deren Vorlauf erzellen) . 

Erf indungsgemafi sind Knorpelgewebe und Knochengewebe des 
Gelenkkonstrukts fest miteinander verbunden. Dabei ist das 
Tragermaterial des Knochens mit der neuen Knochensubstanz 
verzahnt, es ist auch teilweise in die Knorpelkomponente 
integriert. Es liegt also keine scharfe Trennflache zwischen 
Knochen- und Knorpelgewebe vor, vielmehr wird durch Verzahnung 
und Interdigitation eine feste Verbindung erreicht. Bevorzugt 
wird dies dadurch erreicht, dafi das Knochengewebe eine rauhe 
bzw. porose Oberflache aufweist, in die das Knorpelgewebe 
einwachsen kann. 

Die in dem Gelenkkonstrukt enthaltenen Knochen- und 
Knorpelzellen sind vor der Herstellung des Gelenkkonstrukts 
nach ublichen Methoden isoliert worden. Es konnen auch 
Vorlauf erzellen isoliert werden, die erst wahrend Kultur in 
vitro zu Knochen- oder Knorpelzellen dif f erenzieren. 

Das biologische Gelenkkonstrukt kann beliebige GrSfie 
aufweisen. Damit ist der Teilersatz einer Gelenkf ISche, der 
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Totalersatz einer Gelenkflache oder der Ersatz eines gesamten 
Gelenks mit zwei Gelenkf lachen moglich. 

Beim Teilersatz einer Gelenkflache (ohne Bandersatz) kann ein 
einzelnes prSf ormiertes Konstrukt oder osteochondrale Zylinder 
verwendet werden. Bei Verwendung eines einzelnen praf ormierten 
Konstrukts wird ein bestinunter Knorpel/Knochendefekt eines 
Gelenks durch ein einzelnes osteochondrales Konstrukt ersetzt. 
Die Form wird dabei durch die Knochenkomponente bestiimnt. Nach 
Zellgewinnung and Herstellung der Komponenten wird das 
Konstrukt ex vivo praformiert , das heifit es wird anhand 
individueller Datenerhebung durch Computertomographie oder 
Magnetresonanzuntersuchungen auf den zu korrigierenden Defekt 
hin raafigeschneidert . Die Verankerung erfolgt dann durch den 
Knochenzapfen. Zur Vermeidung einer jeweiligen individuellen 
Anfertigung eines Konstrukts wie beschrieben konnen auch 
uniforme osteochondrale Zylinder angefertigt werden, die im 
Sinne einer sogenannten Mosaikplastik zu mehreren in einen 
Defekt eingefiigt werden und die Gelenkflache rekonstruieren. 
Diese Zylinder konnen in verschiedenen Grofien und Formen 
angefertigt werden. In jedem Fall bestehen sie aus einer 
Knorpelschicht und einem Knochenzapfen. Beide Komponenten sind 
mit der jeweiligen Zellsorte beladen. Die Knochenzellen konnen 
auch mit Wachs turns faktoren transfiziert sein, urn zusatzlich 
die Knochenbildung und Gef afibildung einzuleiten. Vorzugsweise 
haben die Zylinder eine Hohe von 5 bis 25 mm und einen 
Durchmesser von 2,5 bis 15 ram. Die Schichtdicke des Knorpels 
betragt vorzugsweise 0,5 bis 2 mm, die des Knochens wird 
ublicherweise zwischen 3,5 und 23 mm variieren. Als mSgliche 
Formen sind Zylinder mit rundem Querschnitt, mit dreieckigem 
Querschnitt oder mit mehreckigem Querschnitt (z.B. penta-, 
hexa-, hepta- oder oktogonal) denkbar. Ebenfalls konnen Quader 
mit rechteckigem Querschnitt (viereckig) bzw. mit 
quadratischem Querschnitt verwendet werden. Die Knorpel sind 
so geformt, dafi ihre Oberflache eine konvexe Kriimmung aufweist 
Oder eine plane Oberflache ohne Kriimmung ist. Die Verwendung 
osteochondraler Zylinder wurde im Kaninchenmodell uberpruft 
und war erfolgreich in der Rekonstruktion eines 
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osteochondralen Def ekts . Der Vorteil der Methods ist die 
einfachere Herstellung und die mogliche minimal-invasive 
Anwendung . 

Beim Totalersatz einer Gelenkflache weist das Gelenkkonstrukt 
vorzugsweise eine anatomisch sinnvolle Form auf, 
beispielsweise besitzt es eine Gelenkseite, deren Oberflache 
aus Knorpelgewebe besteht und die Kontakt zu einem anderen 
Gelenkteil haben kann, und es besitzt eine Ankerseite, die zum 
Teil aus Knochengewebe besteht und die zur Verankerung des 
Konstrukts in einem Knochenschaf t dienen kann. Die Ankerseite 
ist vorzugsweise in der Form eines zylinderf ormigen Zapfens 
ausgebildet, der besonders gut in einem Knochenschaf t 
verankert werden kann. Die Gelenkseite besitzt besonders 
bevorzugt eine konkave oder konvexe OberflSche. Es sind aber 
auch andere Gelenkkonstrukt formen denkbar, je nach Art des 
Gelenks, fiir dessen Reparatur das Konstrukt verwendet werden 
soil. 

Die erf indungsgemaflen Gelenkkonstrukte konnen ebenfalls 
wenigstens eine Bandkomponente aufweisen. Die Bandkomponente 
besteht beispielsweise aus einem strangf ormigen, faserartigen 
Oder membranosen Biomaterial. Sie kann an 

Bandverbindungsstellen der Knochenkomponente des 

erfindungsgemafien Gelenkkonstrukts befestigt werden. Mogliche 
Befestigungsarten sind biologische Klebung, beispielsweise 
durch Fibrin-Thrombin-Komplexe, unterstiitzende, transossare 
Naht Oder der Durchzug durch die Knochenkomponente in einem 
Knochenkanal. Beim Totalersatz einer Gelenkflache ist die 
Anfertigung von Bands trukturen nicht unbedingt notwendig, da 
die vorhandenen Kapsel-Bandstrukturen im Defekt genutzt werden 
konnen. Die Knochenkomponente kann Verankerungspunkte fiir 
diese Strukturen aufweisen. Dies sind in der Kegel Bohrkanale, 
durch die Nahtmaterial hindurchgezogen und damit die Kapsel- 
Bandstrukturen fixiert werden konnen. Vorzugsweise wird das 
Knorpel-Knochenkonstrukt ohne zusStzliche Fixierung der Kapsel 
Oder Bander eingesetzt. 
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Eine weitere Ausf uhrungsform der vorliegenden Erfindung 
besteht in einem biologischen Gelenkersatz , der wenigstens 
zwei Gelenkkonstrukte umfafit. Zwei Gelenkkonstrukte konnen 
dabei mit Ihren knorpelbeschichteten Gelenkseiten Kontakt 
zueinander haben, wahrend die voneinander abgewandten 
Ankerseiten in zwei verschiedenen Knochenschaf ten verankert 
werden konnen. Dieser Gelenkersatz wird vorzugsweise weiter 
durch Anbringung von wenigstens zwei Bandkomponenten 
stabilisiert . Schliefllich kann ein derartiger biologischer 
Gelenkersatz auch eine Gelenkkapsel aufweisen. Dazu wird ein 
membranoses Biomaterial an Kapselverbindungsarealen der 
Knochenkomponente entweder durch biologische Klebung oder 
durch Naht befestigt. Durch die beschriebene Ausf uhrungsform 
kann der komplette Ersatz eines Gelenks mit zwei Gelenkf lachen 
erfolgen. Der komplette Gelenkersatz mit zwei Gelenkanteilen 
ist vor allem bei Arthrose Oder Arthritis notwendig und stellt 
die komplizierteste Form des Gelenkersatzes dar. Prinzipiell 
werden zwei Gelenkteile bestehend aus Knorpel- und 
Knochenkomponente hergestellt. Auf einer Seite ist die 
GelenkflSche konvex, auf der anderen passend dazu konkav 
geformt, so daJ3 eine regelrechte Artikulation der Flachen bei 
Bewegung moglich ist. Die Komponenten werden einzeln 
hergestellt und konnen auch einzeln implantiert werden, wie 
der Totalersatz nur einer Gelenkflache wie oben stehend 
beschrieben. 

Bevorzugt werden vorhandene Kapseln und Bander des alten 
Gelenks benutzt, urn die Einzelteile zu verbinden und das neue 
Gelenk zu stabilisieren. Dazu werden die Bander durch Nahte, 
welche durch Bohrkanale gezogen werden, an der 
Knochenkomponente fixiert. Die Komponente kann an dieser 
Stelle eine Vertiefung aufweisen. Alternativ werden die beiden 
Gelenkteile durch Nahtmaterial miteinander verbunden, bis sich 
nach der Transplantation eine Neokapsel in vivo gebildet hat. 
Sollte ein Bandersatz durch Tissue engineering notwendig sein, 
so kann der Bandersatz wie folgt hergestellt werden. Zunachst 
werden autologe Fibroblasten aus der Dermis durch eine 
Hautbiopsie isoliert und in vitro vermehrt. Ein bandformiges 
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Biomaterial wird mit einer Zellsuspension (2,5 bis 5 x 10^ 
Zellen pro ml Medium) besiedelt. Als Biomaterial kommen 
beispielsweise Collagenvliese, azellulare Lederhaut, 
lyophilisierte Dura oder synthetische Bander aus PGLA in 
Betracht. Das Bandkonstrukt wird fiir 3 bis 7 Tage in vitro 
geziichtet. Schlieiilich wird die Struktur an der 
Knochenkomponente durch Naht oder Fibrinklebung befestigt. 
Dabei erfolgt die Fixierung zunachst nur auf einer 
Gelenkseite, die zweite Verbindung erfolgt erst nach 
Implantation im Rahmen der Operation. 

Alternativ konnen die Bands trukturen auch durch die 
Verpflanzung von Sehnen oder deren Teilen erfolgen, wie es 
bereits gegenwartiger Stand der chirurgischen Technik ist. 

Die vorliegende Erfindung betrifft aui5erdem ein Verfahren zur 
Herstellung eines biologischen Gelenkkonstrukts . Dieses 
Verfahren urafafit die Bereits tellung einer Knochenkomponente, 
die Bereits tellung einer Knorpelkomponente, die Verbindung 
dieser beiden Komponenten sowie die Zuchtung des 
resultierenden Konstrukts in vitro. 

Die Bereitsteilung der Knochenkomponente erfolgt durch 
Besiedelung eines biovertraglichen Tragermaterials mit 
Osteoblasten. Als Tragermaterialien kommen die obengenannten 
Tragermaterialien fur Knochen in Betracht. Vorlauf erzellen von 
Osteoblasten konnen durch kleine Knochenbiopsien des Beckens, 
Brustbeines, des Schadels und Kiefers oder von Rohrenknochen 
gewonnen werden. Aus den Knochenproben wird das lose Stroma 
herausgespiilt und nach Zentrif ugation in einer Kulturf lasche 
ausplattiert . Die festen Knochenanteile konnen ebenfalls in 
Kultur gebracht werden, da hieraus durch Migration weitere 
Zellen gewonnen werden konnen. Die auswachsenden Zellen werden 
im subkonf luenten Stadium gesplittet und zwei- bis dreimal 
passagiert. Alternativ zu Knochenproben konnen auch Aspirate 
von Knochenmark aus dem Becken oder aus dem Brustbein 
verwendet werden. Hierbei wird der Knochen beispielsweise mit 
einer Kanvile punktiert, und die Probe wird durch Ansaugen 
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(Aspiration) erhalten. Die Aspirate werden in Heparinmedium 
gespult, durch einen Dichtegradienten zentrifugiert , um rote 
Blutkorperchen abzutrennen und schlieBlich in einer 
Kulturf lasche ausplattiert . Der osteoblastische Phanotyp der 
Zellen in Kultur kann durch Nachweis der knochenspezif ischen 
Proteine Alkalische Phosphatase und Osteocalcin im 
Kul turned ium iiberpruft werden. Inununhistochemische FSrbungen 
von Kontrollkulturen sind ebenfalls denkbar. Die 
Blutversorgung des biologischen Gelenkersatzes durch 
neugebildete GefSfle ist von entscheidender Bedeutung fiir das 
tiberleben der Zellen und das Einheilen des Konstrukts. Aus 
diesem Grund kann die Knochenkomponente auf drei Weisen 
modifiziert werden: Sie kann Wachstumsf aktorproteine 
enthalten, die die Gef afineubildung induzieren (1), sie kann 
Osteoblasten enthalten, die mit Wachstumsf aktorgenen 
trans fiziert sind (2) oder sie kann gef afibildende Zellen 
enthalten, die zur Blutgef aBentstehung fiihren (3). 

Angiogene Wachstumsf aktoren konnen direkt in rekombinanter 
Form in der viskosen Matrix der Knochenkomponente in wirksaraer 
Konzentration gespeichert werden. Mcigliche Faktoren sind 
Vascular endothelial growth factor (VEGF) sowie Isoformen 
davon, Basic fibroblast growth factor (bFGF), Angiopoetin 1 
und 2 {Ang I und II). Die Konzentration der Faktoren betragt 
iiblicherweise 0,1 bis 10 ng/ml viskose Matrix. Der oder die 
Wachstumsfaktoren konnen vorteilhaft einer Calciumchlorid- 
Thrombinlosung zugesetzt werden, die dann zu einer 
Osteoblastensuspension in Fibrinogenlosung zugegeben wird. 
Dadurch bildet sich ein dreidimensionales Fibrinnetzwerk mit 
haftenden Osteoblasten im Kulturmedium und gespeichertem 
Wachstums f aktor . 

Die Trans fektion von Osteoblasten mit gef aflbildenden 
Wachstumsfaktoren ist ausfiihrlich in einem spateren Teil des 
Anmeldetextes beschrieben. 



Es konnen auch gef aBbildende Zellen, sogenannte Endothelzellen 
Oder deren Voriauferzellen, in die viskose Matrix der 
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Knochenkomponente eingebracht warden, gemischt mit den 
Osteoblasten. Mikrovaskulare Endothelzellen warden aus der 
Lederhaut (Dermis) eines Patienten isoliart nach einem an sich 
bekannten Protokoll und itiit Endothelzellenmedium in vitro 
vermehrt (etablierte Technik) . Eine Osteoblasten- 
Fibrinogensuspension wird hergestellt, wobei als Medium 
sogenanntes Endothelzellmediuiti verwendet wird, in welchem 
Osteoblasten gut wachsen konnen. Die gemischtzellige 
Osteoblasten-Endothelzell-Fibrinogensuspension wird dann in 
die porose, feste Tragermatrix der Knochenkomponente 
eingesogen bzw. appliziert. 

Die drei beschriebenen Strategien konnen auch kombiniert 
warden. Beispielsweise kann eine Osteoblasten-Endothelzell- 
Fibrinogensuspension eingesetzt werden zusammen rait 
Osteoblasten, die mit Wachstumsf aktorgenen transfiziert 
wurden. Genauso konnen Osteoblasten-Endothelzell- 

Fibrinogensuspensionen gemeinsam mit rekombinanten 
Wachstumsf aktoren verwendet werden. 

Vorzugsweise wird das KnochentrSgermaterial durch eine 
Knochenzellsuspension in einer Aspirationskammer besiedelt. 
ijblicherweise wird das Knochentragermaterial vor der 
Besiedelung durch Knochenzellen in anatomisch sinnvoller Weise 
geformt. Beispielsweise fiihrt die Formgebung zur Ausbildung 
einer Gelenkseite, die zur Aufnahme einer Knorpelf lache dienen 
soil und zur Ausbildung einer Ankerseite, die der Verbindung 
mit einem Knochenschaf t dienen soil. 

Chondrozyten werden bevorzugt aus Biopsien von Knorpelgewebe 
des Ohres, der Rippe und der Gelenke durch enzymatische 
Auflosung gewonnen. Durch Beimpfung von Biomaterialien wie 
Kollagenschwammen und Fibrinkleber konnen die Zellen 
organotypisch in einer dreidimensionalen Kultur weiter 
vermehrt werden. Dadurch wird auch vermieden, dafi sich die 
Zellen zu Fibroblasten entdif ferenzieren. Der 

chondroblastische Phanotyp bleibt erhalten. Zur Bereitstellung 
der Knorpelkomponente kann nun eine Suspension von 
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Chondrozyten hergestellt werden entweder in einem fliissigen 
Medium oder in einem gelartigen Material. Beispielsweise 
konnen Knorpelzellen in der Thrombinkomponente eines 
Fibrinklebers suspendiert werden und nach Mischen mit der 
Fibrinogenkomponente in eine bestimmte vorgef ertigte 
Kulturform gegossen werden. Dadurch entsteht ein festes 
Gebilde, das mit Kulturmedium iiberschichtet wird und im 
Brutschrank geziichtet wird. Alternativ konnen auch 
biovertragliche Tragersubstanzen durch Knorpelzellen besiedelt 
werden. Beispielsweise werden Schwaimne aus Kollagen mit 
Chondrozyten angeimpft. Die angeimpften Kollagenvliese konnen 
iiti Brutschrank kultiviert werden. In einer bevorzugten 
Aus fiihrungs form der Erfindung werden Knochen- und 
Knorpelkomponente getrennt voneinander hergestellt und 
getrennt kultiviert. Nachdem die jeweiligen Zellen ausreichend 
Gewebe gebildet haben, werden Knochen- und Knorpelkomponente 
durch Fibrinklebung miteinander verbunden. Es ist wesentlich 
fiir die Erfindung, da/i bei der Verbindung von Knochen- und 
Knorpelkomponente das Tragermaterial der Knochenkomponente in 
den Knorpel integriert wird. Das resultierende Konstrukt kann 
nun in vitro kultiviert werden, so da/3 die Zellen zur 
Anheftung und zur Synthese ihrer gewebespezif ischen 
extrazellularen Matrix stimuliert werden, dadurch wird eine 
biologische Vernetzung der zusammengesetzten Komponenten 
erreicht . 



In einer besonders bevorzugten Aus fiihrungs form der Erfindung 
werden Knochen- und Knorpelkomponente nicht separat 
hergestellt und kultiviert. Vielmehr wird wShrend des 
Abbindens des Fibrinklebers bei der Herstellung der 
Knorpelkomponente das Tragermaterial der Knochenkomponente, 
das noch nicht durch Osteoblasten besiedelt worden ist, in die 
Knorpelschicht gedriickt, so dal3 es fest eingebunden wird. Die 
Besiedelung durch Osteoblasten erfolgt erst spater. 

Eine weitere Aus fiihrungs form der Erfindung umfafit auch die 
Herstellung einer Bandkomponente aus faserartigen Materialmen 
und Fibroblasten. Dabei konnen Fibroblasten aus Suspension auf 
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bandformige Materialien geimpft warden und im Brutschrank 
kultiviert werden . Ahnlich dazu konnen Ausf iihrungsf orinen die 
Herstellung auch einer Kapselkomponente aus f aserartigen, 
membranosen Materialien und Fibroblasten umfassen. 

Weiterhin kann das erf indungsgemafie Verfahren das Anbringen 
von Bandverbindungsstellen Oder Kapselverbindungsarealen an 
dem Tragermaterial der Knochenkomponente umfassen. Daran 
konnen Gelenkbander bzw. Kapselkomponenten befestigt werden. 
Bandkonstrukte werden bevorzugt dadurch rait der 
Knochenkomponente verbunden, daJ3 das Bandkonstrukt durch einen 
Bohrkanal in der Knochenkomponente hindurchgezogen wird. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Verfahren zur 
Herstellung von Knochengewebe, wonach Knochen- oder 
KnochenvorlSuferzellen isoliert werden, diese Zellen durch 
nicht-viralen Gentransfer mit einem Wachstumsf aktorgen 
transfiziert werden und zur Besiedelung eines biovertrSglichen 
Tragermaterials benutzt werden. Das entstehende Konstrukt wird 
schliefilich in vitro weitergeziichtet . Gegebenenf alls werden 
die isolierten Zellen vor der Trans fektion in vitro vermehrt. 
Die Transfektion kann stabil sein, bevorzugt ist jedoch eine 
transiente Transfektion. Bei der transienten Transfektion 
werden die Zellen nur voriibergehend, also nicht dauerhaft 
durch die Einschleusung von DNA genetisch verandert. Die 
Transfektion kann nach verschiedenen Methoden erfolgen. Beim 
Partikel-vermittelten Gentransfer werden Zellen durch eine 
sogenannte Genkanone (gene gun) mit Plasmid- oder nackter DNA- 
beschichteten Goldpartikeln beschossen. Alternativ dazu kann 
die Transfektion durch Elektroporation vorgenommen werden. Die 
bevorzugte Trans fektionsmethode ist jedoch die Lipofektion. 
Bevorzugt werden dabei die Reagenzien Transfectain® (erhaltlich 
von der Firma Promega), Fugene® (erhaltlich von der Firma 
Roche Diagnostics), Lipofectamin 2000®, Lipofectin® (Firma 
Life Technology) und Escort® (erhaltlich von der Firma Sigma) 
verwendet . 
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Erf indungsgema/i werden die Zellen mit wenigstens einem 
Wachs turns faktorgen transf iziert . Ein Wachstumsf aktor oder 
Cytokin im Sinne der Erfindung ist eine Verbindung, die die 
Proliferation und/oder Dif f erenzierung von Zellen stimulieren 
kann. Die meisten Wachstumsf aktoren sind Proteine oder 
Peptide, so dafi Gene, die fiir diese Proteine oder Peptide 
kodieren, transf iziert werden konnen. Bevorzugt sind diese 
Gene in Plasmide eingebaut, die zusatzliche regulatorische und 
Kontrollsequenzen enthalten, um die Expression des Gens zu 
gewahrleisten. Zu diesen zusatzlichen Sequenzen zahlen ein 
Replikationsursprung, eine Promotorsequenz , am bevorzugtesten 
abgeleitet vom Cytomegalievirus (CMV), gegebenenf alls eine 
Kozaksequenz (eine nahe am Promoter lokalisierte DNA-Sequenz, 
die die Expression erhohen soli), ein Polyadenylierungssignal , 
gegebenenf alls ein Gen, das Resistenz gegen ein Antibiotikum 
vermittelt. GemaB der Erfindung konnen auch Nucleinsauren 
transfiziert werden, die nur fiir ein Fragment eines 
Wachstumsf aktors kodieren, das aber die Aktivitat eines 
Wachstumsf aktors besitzt. 

Mogliche Wachstumsf aktoren, deren Gene transfiziert werden 
konnen sind "basic fibroblast growth factor" (bFGF) , 
"insuline-like growth factor" (IGF I, II), "platelet derived 
growth factor" (PDGF-AA, -AB, -BE), "bone morphogenetic 
proteins" (BMP-1 bis BMP-20), "vascular endothelial growth 
factor" (VEGF), Faktor XIII (F XIII), "transforming growth 
factor R" (TGF-/3) , Angiopoetin (Ang I, II) und andere 
osteotrope Faktoren. Bevorzugt wird jedoch das Gen 
transfiziert, das fiir epidermalen Wachstumsf aktor kodiert 
(EGF) . 

In einer besonderen Ausfiihrungsf orm der Erfindung wird das 
biovertragliche Tragermaterial nicht nur mit transf izierten 
Zellen, sondern auch mit nicht transf izierten Zellen in einem 
Verhaltnis von 1:3 bis 1:9 ( transf izierte zu nicht- 
transf izierten Zellen) besiedelt. Die isolierten Zellen konnen 
verschiede Knochenzellen oder Knochenvorlauferzellen sein, 
bevorzugt sind es jedoch stromale Zellen. 
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AuBerdem betrifft die Erfindung Knochengewebe , das wenigstens 
ein biovertragliches Tragermaterial und Osteoblasten enthalt, 
die in vitro durch nicht-viralen Gentransfer mit einem Gen, 
das fiir einen Wachstumsf aktor kodiert, transfiziert worden 
sind. Bevorzugte Ausf iihrungsf ormen betreffen Knochengewebe, 
die nach einem der oben beschriebenen Verfahren zur 
Herstellung von Knochengewebe mit Hilfe von transf izierten 
Zellen hergestellt wurden. 

Das erf indungsgemafie Knochengewebe hat zwei wesentliche 
Vorteile. 

Zum Einen werden nicht-transf izierte Zellen durch die 
sezernierten Wachstumsf aktoren parakrin zur Proliferation 
angeregt. Dabei wird der Wachstumsf aktor von einer Zelle 
produziert und wirkt auf eine andere Zelle ein. Das hat nicht 
nur eine verbesserte Besiedelung der Tragermaterialien wahrend 
der in vitro-Phase zur Folge, sondern auch eine verbesserte 
Einbindung des Gewebes nach Implantation. Das Knochengewebe 
stellt dann in vivo Wachstumsf aktoren zur Verfugung, ist also 
ein "zellulares Wachstumsf aktor-Liefersystem" . Dabei treten 
die von anderen Verfahren bekannten Nachteile nicht auf: Es 
werden keine Zellen aufier den gewvinschten transfiziert. Es 
sind keine Risiken zu befiirchten, die mit viralen Methoden 
einhergehen. Es miissen nicht wiederholt Dosen von 
rekombinantem Wachstumsf aktorprotein appliziert werden, da die 
Sekretion "physiologisch" erfolgt. Bei direkter Gabe von 
Wachstumsf aktor bestehen auch die Risiken biologischer 
Inaktivitat oder mangelnder Reinheit des Proteins . 

Der zweite wesentliche Vorteil besteht darin, daB bestiramte 
Wachstumsf aktoren nach Implantation des Gewebes eine 
Gefai3neubildung induzieren konnen. Die Gef a/ineubildung ist 
eines der entscheidenden Probleme beim "TissueEngineering" . 
Die Faktoren konnen somit zu einer verbesserten 
Vaskularisierung des Konstrukts fuhren, was ein wesentlicher 
Vorteil fiir die Eigenschaf ten des implantierten Gewebes ist. 
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Figur la) zeigt die Fusion der Knorpelkomponente mit dem 
Tragermaterial des Knochens . Wahrend dem Verf estigungsvorgang 
der Knorpelkomponente wird das Tragermaterial der 
Knochenkomponente in das Knorpelkonstrukt eingedruckt. 

Figur lb) zeigt das Anbringen der Bandkomponenten. Biologische 
Bandkomponenten konnen an den Bandverbinduiigsstellen 
integriert werden (hier durch transossaren Durchzug) . Das 
Konstrukt hat eine Gelenkseite und eine Ankerseite fiir den 
Einbau in den Knochen. 

Figur Ic) zeigt Ansichten eines Knorpel-Knochen-Konstrukts . 
Das Tragermaterial der Knochenkomponente wurde mit 
Osteoblasten besiedelt. Die Knorpelkomponente ist fest mit der 
Knochenkomponente Verbunden. Das Konstrukt hat eine anatomisch 
korrekte Form zum Gelenkersatz . Es weist eine Gelenkseite und 
eine Ankerseite auf. 

Figur Id) zeigt die Integration des biologischen 
Gelenkkonstrukts in den Knochen. Darstellung eines einseitigen 
Gelenkersatzes durch Einbau eines Knorpel-Knochen-Konstrukts 
ohne Bandverbindung in den Knochen. 

Figur le) zeigt die Integration eines kompletten 
Gelenkersatzes mit Bandverbindung. Ein zweiteiliger 
Gelenkersatz wurde mit Bandverbindung in Knochen nach 
Entfernung des urspriinglichen Gelenks (hier Fingergrundgelenk) 
eingesetzt. Der biologische Gelenkersatz hat die korrekte 
anatomische Form. 

Figur If) zeigt ein histologisches Schema nach Fusion der 
Knorpelkomponente mit dem Knochentragermaterial . Das 
Tragermaterial der Knochenkomponente (hier Spongiosa) vmrde 
wahrend dem Verf estigungsvorgang der Knorpelzellsuspension 
(hier Fibrinkleber) in das Knorpelkonstrukt integriert. Es 
entsteht eine stabile Verbindung zwischen Knorpelschicht und 
Tragermaterial des Knochens. 



wo 00/74741 



18 



PCT/EPOO/0S313 



Figur Ig) zeigt ein histologisches Schema eines Knorpel- 
Knochen-Konstrukts nach Synthese von Knochensubstanz durch 
Osteoblasten. Nach Besiedelung des in Figur If) gezeigten 
Konstrukts mit Osteoblasten wurde neue Knochensubstanz 
synthetisiert . 

Figur Ih) zeigt ein histologisches Schema der Grenzflache 
zwischen Knorpel und Knochen. Die Vergrofierung zeigt im Schema 
die Grenzflache zwischen der Knorpel- und Knochenkomponente 
mit dem Tragermaterial des Knochens . Es zeigt sich die 
Verzahnung des Tragermaterials mit der neuen Knochensubstanz 
und die Vernetzung des Knorpels mit dem Knochen. Das 
Tragermaterial ist teilweise in die Knorpelkomponente 
integriert . 

Die Erfindung wird durch nachfolgende Beispiele naher 
erlautert, wobei Tierversuche die Durchf iihrbarkeit der 
vorliegenden Erfindung belegen raiissen, da Experimente am 
Menschen aus ethischen Grvinden nicht vertretbar erscheinen. 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind aber bevorzugt 
biologische Gelenkkonstrukte, die autologe, also vom EmpfSnger 
stammende oder allogene, das heifit von einem anderen Menschen 
stammende Zellen enthalten. 

Beispiel 1: Isolierung von Chondroblasten 

Es wird zunachst die Isolierung von Chondroblasten aus 
Kaninchen beschrieben. Diese Methode ist im Prinzip auf 
Menschen ubertragbar. 

Das Kaninchen wird durch eine Injektion narkotisiert . Die 
Haare werden im Operationsgebiet rasiert, die Haut 
desinfiziert und steril abgedeckt. liber dem knorpeligen Anteil 
der Rippe wird ein Schnitt von ca. 2 cm gesetzt. Der 
Rippenanteil wird freiprapariert , etwa 1,5 cm Rippenknorpel 
einschliefilich des Perichondrium werden herausgetrennt . Nach 
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Blutstillung und Spulung wird die Wunde durch Riickstichnahte 
verschlossen. Anschliefiend wird ein Spriihverband angebracht. 

Der autologe Rippenknorpel wird in sterile Ringerlosung (DAB 
7-Lc3sung, erhaltlich von Fa. Delta Pharma) gegeben, die mit 
200 lU/ml Penicillin und 20 ^ig/ml Streptomycin supplementiert 
worden ist. Der Knorpel kann in der Losung fur einige Stunden 
bei 4°C aufbewahrt werden, niufl aber innerhalb von 6-8 Stunden 
bearbeitet werden. Das Knorpelgewebe wird rait einem Skalpell 
(20/22) unter sterilen Bedingungen auf eine Grofie von 1-2 nun 
zerkleinert und in eine grofie Petrischale (130 x 15 nun) 
gegeben. Die Knorpelmenge wird gewogen. 

Anschliefiend werden 50 ml 2 mg/ml Kollagenase in einem 
handelsiiblichen, speziell fvir Chondrozyten hergestellten 
Standardmedium, naralich HAM's F12-Medium (Hepes-Modif ikation, 
mit 100 lU/ml Penicillin, 100 ng/ml Streptomycin) in die 
Petrischale mit den Knorpelstiickchen gegeben. Es folgt fiir 16- 
24 h Inkubation im Zellkultur-Brutschrank. 

Die Knorpelzellsuspension mit verbliebenen Knorpelstiickchen 
wird abpipettiert, mit dem gleichen Volumen HAM's F12-Medium 
(Hepes-Modifikation) , 100 lU/ml Penicillin, 100 fig/ml 
Streptomycin, «50 ng/ml AscorbinsSure, *10% (v/v) autologes 
Serum, 2 mM Glutamin verdiinnt und ausgiebig auf einem 
Schiittler geriittelt, um die angedauten Knorpelstiicke zu 
trennen. Dieser Schritt wird am besten in verschlossenen 50 
ml-Zentrif ugen-Schraubgef afien durchgef iihrt . 

Die Zellsuspension wird durch Zellfilter in 50 ml- 
SchraubgefaJie filtriert (ca. 25 ml pro Gefa/3) und mit o. g. 
HAM'S F12-Medium auf 50 ml aufgefUllt. Die Zellen werden 3-4 
mal mit 30 ml PBS durch Zentrifugation (10 min, 500 g, 21°C) 
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt werden die Zellen in 
30 ml Medium aufgenommen. 
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Um die Zellzahl zu bestinunen, werden zunachst 0,5 ml einer 
0,4% Trypanblaulosung in ein Testrohrchen gegeben. Nach 
Hinzufiigen von 0,3 ml HBSS (Hanks Salzl5sung) und 0,2 ml 
Zellsuspension wird sorgfaltig gemischt und 15 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschliefiend wird durch Zahlung mit 
einem HSmozytometer die Zellzahl ermittelt. 

Beispiel 2: Isolierung von Osteoblasten 

Es stehen verschiedene Methoden zur Verfiigung, erstens die 
offene Knochenbiopsie (als Migrations- oder stromale 
Zellkultur) und zweitens die Aspiration von Knochenmark. 

a) Knochenmarkblopsie 

Nach ortlicher Betaubung und einem kleinen Hautschnitt wird 
eine sterile Knochenbiopsie durch einen Hohlbohrer entnommen. 
Es werden Spongiosablockchen von 0,5 bis 1 cm^ herausgebohrt . 
Anschliefiend wird die Wunde verschlossen . Alternativ dazu 
konnen auch 15 ml Knochenmark aspiriert werden. Die Spongiosa 
sollte sehr schnell weiterverarbeitet werden, wenn mSglich 
nicht langer als 12 Stunden im Transportgef a/3 bei 4°C lagern. 
Das Medium wird verworfen, die Spongiosa in die Petrischale 
gegeben und dort in 2 bis 3 mm kleine Partikel ("Chips") 
zerkleinert . 

Migrationskultur: 

Es werden 3 bis 4 Partikel in eine Vertiefung einer 
Gewebekulturplatte mit 6 Vertiefungen verteilt und mit 3 ml 
Medium aufgefullt, bzw. 6 bis 7 Partikel pro 25 cm^ 
Wachs turns flache mit 7 ml Medium. Die Inkubation erfolgt im 
Brutschrank bei 37 "C und 5% COz- Zweimal pro Woche sollte das 
Medium gewechselt werden, dabei werden die Zellen unter dem 
Phasenkontrastmikroskop inspiziert. Nach 5 bis 9 Tagen sind 
erste Zellen zu erkennen, nach 10 bis 14 Tagen ein 
subkonfluenter Zellrasen mit 65 bis 75% Bodenf lachenbedeckung. 
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Stromale Zellkultur: 

Zunachst wird der Knochen von Muskel- und Bindegewebsresten 
befreit. Mit Hilfe einer Schere und einer Pinzette wird die 
Spongiosa in moglichst kleine Stiickchen zerkleinert. Die 
Spongiosa-Fragmente konnen in ein 50 ml Zentrif ugenrohrchen 
mit Schraubverschlufi gegeben und darin gewogen werden. Enthalt 
das Material viel rotes Knochenmark, so kann man spater pro 4 
bis 6 g Spongiosa eine 75 cm^ Gewebekulturf lasche beschicken. 
In das 50 ml Zentrif ugenrohrchen mit Schraubverschlufi werden 
nun zur zerkleinerten Spongiosa circa 25 ml Medium 1 
(Basalmedium mit Antibiotika, z.B. Medium 19 9, Fa. Gibco, 100 
lU/ml Penicillin, 100 fxg/ml Streptomycin) gegeben und durch 
Vortexen ( hochf requentes Rutteln, circa 30 Sekunden, hochste 
Stufe) die Zellen herausgelost . Der tiberstand wird in andere 
SchraubgefaBe iiberfiihrt. Dieser Schritt wird so lange 
wiederholt, bis das Medium nach Vortexen nicht mehr triib wird. 
Zuletzt kann noch eine Trypsin- (und/oder Kollagenase-)Be- 
handlung (circa 10 Minuten, 31°C) durchgef iihrt werden, um 
weitere Zellen zu gewinnen. Die erhaltenen Zellsuspensionen 
werden 10 Minuten bei 250g und 4°C zentrif ugiert . Die 
tiberstande werden verworfen, die Zellpellets in Medium 
resuspendiert und auf Kulturf laschen verteilt. Die gespiilten 
Knochenstiickchen konnen gegebenenf alls in einer separaten 
Kulturf lasche zur Anziichtung restlicher Zellen verwendet 
werden (nach Trypsinisierung sind diese aber gut mit Medium zu 
spiilen) . 

Um die Zellzahl zu bestimmen werden nach der Resuspension der 
Zellpellets 50 |il der Suspension in ein Eppendorf-Gef a/3 
iiberfiihrt und mit 46 nl Trypanblau gemischt. Durch Zugabe von 
4 nl Essigsaure werden die Erythrocyten lysiert. Die 
kernhaltigen Zellen werden in einer Neubauer-Zellkamraer 
(Glaskammer zum ZShlen von Zellen unter dem Mikroskop) 
ausgezahlt. AnschlieBend werden etwa 10'' Zellen der 
Zellsuspension pro 75 cm^ Kulturf lasche verteilt. Der 
Mediumwechsel erfolgt nach circa 5 Tagen, spater zweimal pro 
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Woche. Erste aharente Zellen sind am zweiten Tag erkennbar, 
Kolonien ab Tag 4 bis 5 . Subkonf luenz wird zwischen Tag 9 und 
11 erreicht. 

b) Isolierunq und Selektion der Knochenvorlauf erzellen aus 
Knochemnarkaspirat 

Nach ortlicher Betaubung wird sine sterile Knochenmarkpunktion 
durchgefiihrt . Durch Aspiration mit einer grofivolumigen Kaniile 
und einer Heparin-benetzten Spritze werden etwa 15 bis 20 ml 
Blut aus dem hinteren Beckenkairan entnonunen. Die Probe wird bei 
etwa 400 g zentrifugiert , der Uberstand abgenoiranen und das 
Zellpellet in 5 ml serumfreien Medium 1 suspendiert. 
Anschliefiend wird eine Dichtegradientenzentrif ugation iiber 
einen 70%-Percollgradienten (Percoll ist der Handelsname einer 
viskosen Losung mit einer erhohten Dichte gegenuber Wasser) 
Oder einem Ficoll-Kissen (Ficoll ist eine viskose LSsung mit 
einer hoheren Dichte als Wasser, die chemische Zusammensetzung 
unterscheidet sich von Percoll, wirkt jedoch nach dem gleichen 
Prinzip. Beide LSsungen werden zur Dichtezentrif ugation 
benutzt.) bei 400 g fur 30 Minuten bei 4°C durchgefiihrt, urn 
die Roten Blutkorperchen von den Mesenchymalen Zellen zu 
trennen. Schliei31ich werden die Mesenchymzellen in einer 
Gewebekulturf lasche ausplattiert und vermehrt. 

Der osteoblastische Phanotyp der Zellen kann durch Nachweis 
der knochenspezif ischen Proteine Alkalische Phosphatase und 
Osteocalcin im Kulturmedium oder durch immunhistochemische 
Farbungen von Kontrollkulturen nachgewiesen werden. 

Bestimmung der alkalischen Phosphatase-Aktivitat 

Die Zellen werden zweimal mit PBS gewaschen. Pro Ansatz einer 
Gewebekulturschale mit sechs Vertiefungen werden 2 ml 
alkalische Phosphatase-Substratpuf fer zugegeben (Rotipuran®, 
Fa. Roth, 50 mM Glycin, 1 mM MgCl2, 5 mM p- 
Nitrophenylphosphat, pH 10,5). Es wird 15 Minuten bei 37°C 
inkubiert. Die Inkubationszeit kann von 5 bis 20 Minuten 
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variiert werden. AnschlieBend wird die inkubierte Pufferlosung 
in einer Kuvette 1:1 mit 1 M NaOH gemischt. Schliefilich wird 
die Absorption bei 405 nm bestinunt . Die Enzymaktivitat wird 
angegeben als Absorption/Zellzahl . 

Osteocalcin farbung 

Nach Entfernung des Mediums werden die Zellen eininal mit PBS 
gewaschen. Anschlieiiend werden die Zellen mit der Losung A des 
FIX & PERM-Kit (Handelsname eines Kits, mit dem Zellen fixiert 
und die Membran permeabilisiert werden kann, so dai3 Farbstoffe 
und Eiwei/Je in das Zellinnere eindringen kSnnen. Cell 
Permeabilisation Kit, Fa. AN DER GRUB, erhaltlich von Fa. 
Dianova) fur 15 Minuten fixiert, die Losung wird anschlieJiend 
abgesaugt. LSsung B des FIX & PERM-Kit wird zusammen mit dem 
Primarantikorper (rabbit anti human osteocalcin. Fa. PAESL + 
LOREI; 1:25 in PBS verdunnt) im Verhaltnis 1:1 fiir 2,5 Stunden 
lichtgeschiitzt auf den Monolayer pipettiert, danach wird zwei- 
bis dreimal mit PBS gespiilt. Inkubation mit dem 
Sekundarantikorper (FITC - conjugated goat and rabbit IgG, Fa. 
Sigma, 1:80 in PBS) erfolgt lichtgeschiitzt fur eine Stunde. 
Der Primarantikorper erkennt nach dem Schlusselloch-Prinzip 
ein bestimmtes Epitop. Der SekundMrantikorper erkennt dann 
bestiramte Domanen des gebundenen Primarantikorpers . Im 
AnschluJ3 wird zwei- bis dreimal mit PBS gespiilt. Anschliefiend 
werden die Zellen sofort mit einem Iramunf lucres zenzmikroskop 
mit eingestellter FITC-Anregung untersucht. 

Alkalische Phosphatase farbung 

Zur Farbung wurde ein Kit der Fa. Sigma Diagnostics, Katalog 
Nr. 86-R verwendet. Zunachst werden folgende Losungen 
hergestellt: Die Fixierlosung entsteht durch Mischen von 65 ml 
Aceton, 25 ml "Citrate Solution" und 8 ml 37% Formaldehyd. Die 
Losung ist in einer Glasflasche bei 4°C bis zu vier Wochen 
haltbar. Die "Diazonium Salt Solution" wird durch Mischen von 
jeweils 1 ml "FRV Alkaline Solution" und "Sodium Nitrite 
Solution", 2-minutige Inkubation bei Raumtemperatur und Zugabe 
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des Gemisches zu 45 ml H2O hergestellt. Schliefilich stellt man 
die "Alkaline Dye Mixture" durch Zugabe von 1 ml "Naphthol AS- 
BI Alkaline Solution" zu obiger "Diazonium Salt Solution" her 
(vor Licht schiitzen) . Die Fixierlosung wird auf Raumtemperatur 
gebracht, dann werden die Zellen 30 Sekunden fixiert. 
Anschlie/iend werden die Zellen 45 Sekunden mit H2O gespiilt, es 
ist darauf zu achten, dafi die Zellen nicht austrocknen. In der 
Folge inkubiert man die Zellen 15 Minuten mit "Alkaline Dye 
Mixture" bei Raumtemperatur im Dunkeln. Anschlieflend wird 2 
Minuten mit H2O gespiilt. Die Gegenfarbung erfolgt mit 
"Hamatoxyline Solution". Hamatoxylin ist ein Farbstoff, der 
Gewebe bei der mikroskopischen Untersuchung rot anfarbt. 
"Hamatoxyline Solution" wird aufgetropft und 2 Minuten auf den 
Zellen belassen, dann wird gut mit Wasser gespiilt. Die Zellen 
werden an der Luft getrocknet und konnen unter dem 
Lichtmikroskop betrachtet werden. 

Beispiel 3: Isolierung von Fibroblasten 

Ein Stiick Hautgewebe wird von Fettgewebe befreit und in etwa 
0,5 cm^ grofie Stiicke geschnitten. Die Hautstvicke werden in 2,5 
U/ml Dispase entweder 3 h bei 37 °C Oder 16 h bei 4*0 
inkubiert. Anschliefiend wird die Epidermis abgezogen und 
verworfen. Die Stiicke werden mit einem Skalpell so gut wie 
moglich zerkleinert. Der entstehende Brei wird dann mit einer 
Enzymlosung, enthaltend ca. 90 U/ml Kollagenase und ca. 140 
U/ml Hyaluronidase versetzt und 3 h bei 37 °C geschiittelt . 
Anschlieflend wird der Brei bei 300 g fiir 30 Minuten bei 4°C 
zentrifugiert, der Uberstand verworfen, der Bodensatz in 5 ml 
Medium 2 (Medium 1, 10% (v/v) Serum; bei therapeutischem 
Einsatz wird autologes, humanes Serum verwendet, bei 
Experimenten fotales Kalberserum, erhaltlich von Fa. Gibco) 
aufgenommen und in eine 25 cm^-Gewebekulturf lasche gegeben. 

Sollten noch viele unverdaute Stiicke vorhanden sein, wird der 
Bodensatz anstatt in Medium in 5 ml ca. 185 U Kollagenase/ral 
PufferlSsung aufgenommen, in eine 25 cm^-Kulturf lasche gegeben 
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und iiber Nacht in einem Zellkultur-Brutschrank inkubiert . Am 
nachsten Tag wird die Kollagenase-haltige Suspension 
abgenommen, zentrif ugiert , der Bodensatz in Medium 2 
aufgenonunen und in dieselbe Flasche zuriickgegeben . 

Beispiel 4: Herstellung der Knorpelkomponente 

a) Kollagenschwanmie 

Die Zellsuspension wird auf etwa 3 x 10^ Zellen/ml 
eingestellt. Kollagenvliese werden in etwa 1 x 1 cm grofie 
Stiickchen geschnitten (steril). Die Vliese werden mit einer 
Insulinspritze beimpft. Dabei reichen 2 ml Zellsuspension fur 
8 bis 10 Kollagenstiickchen aus . Nach drei Stunden im 
Brutschrank werden die Stiickchen auf eine Gewebekulturplatte 
rait sechs Vertiefungen verteilt und mit jeweils 8 ml 
Nahrmedium aufgefiillt. Das Medium wird alle zwei Tage 
gewechselt . 

Tierversuch: 

Primare Rinder-Chondrozyten wurden als Suspension in Schwamme 
aus Rinder-Kollagen Typ 1 geimpft. Die Konstrukte wurden 
sieben Tage bei 37 °C und 5% CO2 im Brutschrank kultiviert und 
anschlieflend Nacktmausen subkutan implantiert . Kontrollgruppen 
waren Kollagenschwarame ohne Zellen und 

Chondrozytensuspensionen ohne Tragermaterial . Die Explantation 
erfolgte nach drei, sechs und neun Wochen. Die Konstrukte 
wurden histologisch-imraunhistochemisch untersucht. Die 
biomechanische Priifung erfolgte durch einen "confined 
compression test" zur Bestimmung der hydraulischen 
Permeabilitat und des Kompressionsmoduls (Biomechanisches 
Testverfahren, bei dera auf eine zu priifende Probe definierte, 
zyklische Driicke ausgeubt und Kraf trelaxationsmessungen 
durchgefuhrt werden) . Als Ergebnis zeigte sich morphologisch 
hyaliner Knorpel mit immunhistochemischem Nachweis von 
knorpeltypischem Kollagen Typ 2. In den Kontrollen wurde der 
leere Kollagenschwamm drei Wochen resorbiert. Die 
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Zellsuspension entwickelte nur kleine Knorpelstucke . Die 
Steifigkeit der Konstrukte nahm im zeitlichen Verlauf zu (1,99 
Mpa in Woche 9), war jedoch gegeniiber nativem Knorpel (5,25 
Mpa) verringert. Die hydraulische Permeabilitat zeigte 
signifikant hohere Werte als die Kontrolle (2,69 x 10"^^ 
gegeniiber 3,0 x lO"-"-^ ra^/Ns). 

b) Fibrinsuspension 

Die Knorpelzellen werden gelost und nach Zentrif ugation in der 
Thrombinkomponente eines Zweikomponentenf ibrinklebers in einer 
Dichte von 2-3 x 10'' Zellen/ml eingebracht. Anschliefiend wird 
durch synchrones Spritzen mittels einer Doppelspritze die 
zellhaltige Thrombin- mit der Fibrinogenkomponente vermischt 
und in eine vorgef ertigte Kulturform gegossen. Es entsteht 
durch Prazipitation des Fibrinogen zu Fibrin ein fester 
"Clot". Schliei31ich wird mit HAM's F12-Medium (Hepes- 
Modifikation, Zugabe von Hepes-Puf f erlosung zu einem 
Nahrmedium) uberschichtet und im Brutschrank bei 37 °C und 5% 
CO2 inkubiert. 

Tierversuchi 

Primare Chondrozytenkulturen werden aus Rippenknorpelbiopsien 
etabliert und mit einer Dichte von 2 x 10'' Zellen/ml in der 
Thrombinkomponente eines Fibrinklebers suspendiert. 
Anschlie/Jend wird durch eine Doppelspritze die Fibrinogen- 
komponente mit der chondroblastenhaltigen Thrombinkomponente 
(4 IE Thrombin/ml) zusammengebracht und in eine strukturierte, 
anatomisch angepaiSte Form gegossen. Der Fibrinkleber 
verfestigt sich in Abhangigkeit von der Thrombinkonzentration 
innerhalb von 5-10 Minuten in der gewiinschten Form. 

Tierversuch: 



Die Konstrukte wurden Nacktmausen subkutan implantiert. 
Kontrollgruppen wurden "Fibrinclots " ohne Zellen und 
Chondrozytensuspensionen ohne Fibrin implantiert. Die 
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Explantation erfolgte nach drei, sechs und neun Wochen. Die 
Konstrukte wurden histologisch-inununhistochemisch untersucht. 
Die biomechanische Priifung erfolgt durch einen "confined 
compression test" zur Bestimraung der hydraulischen 
Permeabilitat und des Kompressionsmoduls . 

Als Ergebnis fanden sich in der Gruppe mit Knorpelzellen in 
Fibrinkleber mikroskopisch neu gebildetes Knorpelgewebe, in 
den Kontrollgruppen war kein Knorpelgewebe zu finden. 
Histologisch zeigten die Knorpelkonstrukte die Morphologie von 
hyalinem Knorpel mit iirununhistochemischem Nachweis von 
Kollagen Typ 2. Die Knorpelkonstrukte zeigten bei der 
biomechanischen Priifung im "confined compression test" eine 
Steifigkeit (Kompressionsmodul) von 0,59 Mpa und eine 
hydraulische Permeabilitat von 1,03 x lO"-""^ m^/Ns. 

Beispiel 5: Herstellung der Knochenkomponente 

a) Herstellung der Zell-Biomaterialkonstrukte 

Die Tragermaterialien werden eine Woche vor Besiedelung mit 
Zellen in Kulturmedium gewassert, urn eine Rehydrierung und pH- 
Stabilitat zu erreichen. 

Durch Trypsinisierung werden die als Monolayerkultur 
geziichteten Zellen aus der Kulturschale abgelost und nach 
Zentrifugation und Zahlung in einem geringen Volumen als 
Einzelzellsuspension suspendiert. Das Medium wird abgenommen, 
ein Teil in ein 1,8 ml-Kryorohrchen abgefiillt und eingefroren, 
der Rest wird verworfen. Aus den Uberstanden wird mittels 
eines Enzyme-Linked-Immuno-Sorbence-Assay (ELISA) Osteocalcin 
und alkalische Phosphatase bestimmt. In einer 
Gewebekulturplatte mit sechs Vertiefungen wird mit 0,5 ml 
Trypsin/EDTA-Losung (37°C; 0,025% Trypsin) pro Vertiefung das 
restliche Medium abgespult. AnschlieBend werden mit 1 ml 
Trypsin/EDTA pro Vertiefung die Zellen vom Boden gelost. Das 
Trypsin sollte nicht langer als funf bis acht Minuten auf den 
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Zellen verbleiben, um irreversible Schadigung zu vermeiden. 
Nachdem sich die Zellen vom Boden gelost haben, wird mit 1 ml 
serumhaltigem Kulturmedium 2 neutralisiert ( vorgewarmt ) . Die 
Zellsuspension wird in einem Zentrif ugenrohrchen mit 
Schraubverschlu/5 gesammelt und bei ca. 300g und 4°C fiir 10 
Minuten zentrif ugiert . Der Uberstand wird abgesaugt und das 
Zellpellet mit 1 ml fliissiger oder viskoser Losung suspendiert 
und ausgezahlt. 

Die fliissige oder viskbse Zellsuspension wird in einer 
Aspirationskammer in die dreidimensionalen Tragermaterialien 
durch Unterdruck ohne Volumenverlust eingezogen, so daJ3 die 
gesamte innere Oberflache besiedelt wird. 

b) Ex vivo-Zuchtunq der Konstrukte 

Die Zell-Biomaterialkonstrukte werden in eine spezielle 
sterile Perfusionskammer gebracht und eingespannt, so daJ3 ein 
unidirektioneller DurchfluB des Kulturmediums gewahrleistet 
ist. Neben der Zufuhr von immer frischem Medium werden die 
Zellen durch den Fliissigkeitsstrom mechanisch stimuliert. Das 
Kulturmedium (Osteoblastenmedium, z.B. BGJ-B-Medium, Fa. 
Gibco, mit 100 lU/ml Penicillin, 100 ng/ml Streptomycin, 10% 
(v/v) Serum; bei therapeutischem Einsatz wird autologes, 
humanes Serum verwendet, bei Experimenten fotales Kalberserum) 
wird durch Zusatz von 10'^ bis 10'-^° M Dexamethason, 50 ^g/ml 
Vitamin C und 40 ng/ml Vitamin D3 im zufiihrenden Teil 
angereichert , um die Zellen zur Matrixsynthese zu stimulieren. 

c) Analyse der Konstrukte in der Kulturphase 

Zur Messung des Zellmetabolismus wird den Konstrukten ein 
Tetrazoliurasalz "XTT" zugesetzt, Der Test beruht auf der 
koloriraetrischen Biotransformation des Salzes zu dem intensiv 
gelb gefarbten Formazan in den Mitochondrien. Die 
Formazankonzentration wird zu bestimmten Zeitpunkten nach der 
Zugabe der Losung photometrisch bei 450 nm Wellenlange 
gemessen. Das Ergebnis korreliert mit dem Zellmetabolismus 
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bzw. der Proliferation der Zellen (Cell Proliferation Kit, 
Firma Roche Diagnostics, Mannheim). 

Die Adhasion kann durch "Environmental Scanning Electron 
Microscopy" (ESEM) kontrolliert werden. Die "Environmental 
Scanning Electron Microscopy" ist ein technisches Verfahren 
der Elektronenmikroskopie, bei dem Zellen nicht fixiert werden 
miissen, sondern lebend im Kulturmedium durch 
Elektronenmikroskopie betrachtet werden konnen. 48 Stunden 
nach Besiedelung der Biomaterialien werden die Konstrukte auf 
einen Trager geklebt und in eine ESEM-Kammer (Freiburger 
Materialforschungsinstitut) gebracht. Hiermit kann in der 
Vergrofierung eines Elektronenmikroskopes die Anhaftung der 
Zellen auf der Materialoberf lache dargestellt werden. 

d) Analyse der Konstrukte am Ende der Kulturphase 

Nach zwei bis vier Wochen in der Perf usionskammer werden die 
Konstrukte fixiert und durch die klassische HE-Farbung 
histologisch auf eine neue Matrixbildung auf den 
Tragermaterialien untersucht. Durch die spezielle Richardson- 
Levaletzko-Farbung wird neues Knochengewebe intensiv blau 
angefSrbt . 

Durch Immunhistochemie wird Kollagen 1 als organischer 
Hauptbestandteil des Knochengewebes nachgewiesen (z.B. durch 
die Avidin-Biotin-Methode) . 

Durch Immunfluoreszenz mit FITC-markierten Antikorpern wird 
Osteocalcin als spezifischer Knochenmarker in dem neuen Gewebe 
dargestellt. 

e) Zusatz anqioqener Wachstumsf aktoren zur Knochenkomponente 
( optional ) 



Zur Induktion der GefaJineubildung konnen 

Wachs turns faktorproteine (VEGF, bFGF, Ang I oder Ang II) der 
Knochenkomponente zugesetzt werden. Zunachst wird wie in 
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Beispiel 2 beschrieben eine Osteoblastenzellkultur etabliert. 
Die subkonf luenten Zellen in einer 75 cm^ Zellkulturf lasche 
werden rait 1 ml 0,025% Trypsin/EDTA-Losung 5 Minuten 
trypsinisiert . Nach Resuspension in 2 ml Medium mit 10% FCS 
und 5 Minuten Zentrif ugation bei 1000 Upm und 4°C werden die 
Zellen in 100 ^1 Medium resuspendiert und gezShlt. 20000 
Osteoblasten der Zellpassage 1 bis 3 werden in 200 jil 
Fibrinogenlosung suspendiert (66 mg Fibrinogen in 1 ml aMEM 
Oder Medium 199 oder BGJ-B-Medium ohne Serum mit 100 U/ml 
Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin gelost; 0,1 bis 10% s- 
Amino-n-capronsaure) . Anschliefiend werden 40 ^ll einer 40 mM 
Calciumchloridlosung enthaltend 1,25 I.E. Thrombin/ml und 0,1 
bis 10 ng/ml rekombinanten Wachstumsf aktor zur Osteoblasten- 
Fibrinogensuspension gegeben. Das Gemisch wird anschlieJ3end in 
eine Zellkulturschale gespritzt (beispielsweise 48 Well 
Platte) . Nach Zugabe von 760 ml Kulturmedium BGJ-B mit 10% FCS 
und 100 U/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin wird das 
Zellkonstrukt im Warmeschrank bei 37 °C, 5% CO2 und 100% 
Luftfeuchte kultiviert. 

Herstellunq einer Osteoblasten-Endothelzell- 

Fibrinoqensuspension OEFS (optional) 

Eine Osteoblasten-Zellkultur wird wie in Beispiel 2 
beschrieben etabliert. Die subkonf luente Osteoblastenkultur in 
einer 75 cm^ Zellkulturf lasche wird mit 1 ml 0,025% 
Trypsin/EDTA-Losung 5 Minuten trypsinisiert. Nach Resuspension 
in 2 ml Endothelzellmedium ohne Serum und 5 Minuten 
Zentrif ugation bei 1000 Upm und 4^0 werden die Zellen in 100 
^l Endothelzellmedium resuspendiert und gezahlt. 1 bis 10 x 
lO'' (vorzugsweise 20000) Osteoblasten der Zellpassage 1 bis 3 
werden in 200 \il Fibrinogenlosung suspendiert (66 mg 
Fibrinogen in 1 ml Endothelzellmedium mit 100 U/ml Penicillin, 
100 mg/ml Streptomycin und 0,1 bis 10% 8-Amino-n-capronsaure) . 
Parallel dazu wird eine Endothelzellkultur nach 
Standardprotokoll als mikrovaskulare Endothelzellkultur 
etabliert. Die subkonf luente Endothelzellkultur in einer 
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75 cm^ Kulturf lasche wird mit 1 ml 0,025% Trypsin/EDTA-Losung 
5 Minuten trypsinisiert . Nach Resuspension der Zellen 2 ml 
Endothelzellmedium ohne Serum und 5 Minuten Zentrif ugation bei 
1000 Upm und 4°C werden die Zellen in 100 \xl 
Endothelzellmedium resuspendiert und gezahlt. 1 bis 10 x 10^ 
(vorzugsweise 20000) Endothelzellen der Zellpassage 1 bis 3 
werden in 200 nl der oben genannten Fibrinogenlosung 
suspendiert. SchlieBlich werden die Osteoblasten- 
Fibrinogensuspension und die Endothelzell-Fibrinogensuspension 
miteinander durch Resuspension vermischt. Die Osteoblasten- 
Endothelzell-Fibrinogensuspension (OEFS) wird in ein poroses, 
dreidimensionales Tragermaterial , z.B. autoklavierte 
Spongiosa, eingesaugt. Pro ml OEFS werden 40 \il 
Calciumchlorid-Thrombinlosung zugesetzt (1,25 I.E. Thrombin 
pro ml, 40 mM Calciumchlorid) . Das Konstrukt wird in eine 
Kulturschale oder eine Perfusionskammer eingebracht. 
AnschlieJiend wird Endothelzellmedium mit 10% FCS, 100 U/ml 
Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin zugegeben. Es erfolgt 
Kultivierung im Warmeschrank bei 37°C, 5% CO2 und 100% 
Luftfeuchte fiir 1 bis 7 Tage bis zur Fusion mit der 
Knorpelkomponente . 

Durch Zugabe der Calciumchlorid-Thrombinlosung bildet sich ein 
dreidimensionales Fibrinnetzwerk mit haftenden Osteoblasten 
und Endothelzellen in der Fibrinmatrix, welche das porose 
Tragermaterial ausfullt. Im Lichtmikroskop (100-fache 
Vergr6J5erung ) zeigt sich die Ausbildung des osteoblastischen 
Phanotyps mit dendritischen Zellauslaufern und der Aufbau von 
interzellularen Verbindungen der Osteoblasten. Dazwischen 
liegen kleinere Endothelzellen, die in vivo prolif erieren und 
sich zu Kapillaren organisieren konnen. 

Die Vitalitat kann durch Trypanblauf arbung nach 7 Tagen 
untersucht werden. Dazu wird der tiberstand des Kulturmediums 
abgesaugt, es werden 50 nl Trypanblaulosung zugegeben, 
anschliefiend wird das PrSparat unter dem Lichtmikroskop 
kontrolliert. Nach 7 Tagen finden sich nur wenig abgestorbene 
Zellen. 
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Beispiel 6: Herstellung von Bandkomponenten 

Fibroblasten werden als Suspension mit 1 x 10^ bis 5 x 10^ 
Zellen/ml Medium auf bandforraige Materialien geimpft und in 
Dulbecco's Minimal Essential Medium ( DMEM) -Medium mit 10% 
autologem Serum bei 37 °C und 5% CO2 in Kultur gehalten. 

Beispiel 7: Fusion der Einzelkomponenten 

Primare Chondrozytenkulturen wurden aus Rippenknorpelbiopsien 
etabliert und mit einer Dichte von 2 x 10^ Zellen/ml in der 
Thrombinkomponente eines Fibrinklebers suspendiert. 
Anschliefiend wird durch eine Doppelspritze die 
Fibrinogenkomponente mit der chondroblastenhaltigen 
Thrombinkomponente zusammengebracht und in eine strukturierte, 
anatomisch angepaJ5te Form gegossen. Der Fibrinkleber 
verfestigt sich in Abhangigkeit von der Thrombinkonzentration 
innerhalb von 5-10 Minuten in der gewiinschten Form. Parallel 
werden primare Osteoblastenkulturen aus Beckenkamm-Biopsien 
(siehe Beispiel 2) hergestellt und der osteoblastische 
Phanotyp durch Alkalische Phosphatase und Osteocalcin 
nachgewiesen. Die Zellen werden auf dreidimensionalen, porSsen 
Biomaterialien (z.B. bovine oder humane Spongiosa) als 
Suspension mit 1 x 10^ bis 1 x 10'' Zellen/ml viskosem Gel 
Oder fliissigem Medium durch Vakuumaspiration aufgebracht. Die 
Adhasion der Zellen wird durch Elektronenmikroskopie und die 
Proliferation durch XTT-Stof fwechseltests kontrolliert . Die 
einzelnen Konstrukte werden getrennt fur drei Tage in vitro 
bei 37 °C und 5% CO2 kultiviert. Im Anschlufi erfolgt die Fusion 
der Knochen- und Knorpelkomponente durch Fibrinklebung . 

Die Fusion kann auch abgewandelt wie folgt erreicht werden: 
Wahrend des Prozesses der Herstellung der Knorpelkomponente 
und der Abbindung des Fibrinklebers wird das leere, 
vorgeformte und angepafite KnochentrSgermaterial leicht in die 
Knorpelschicht eingedriickt, so dafi es fest eingebunden wird. 
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Im zweiten Schritt erfolgt dann die Besiedelung der 
Knochenkomponente durch die Osteoblastensuspension in einem 
viskosem Gel oder flussigem Medium. 

Als Ergebnis eines derartigen Versuchs waren Knorpel- und 
Knochenkomponente fest initeinander fusioniert. Die 
Knorpelf lache war glatt und war deutlich von der 
Knochenkomponente abgrenzbar. Makroskopisch bestand eine 
korrekte, stabile anatomische Gelenkform entsprechend den 
natiirlichen anatomischen Gegebenheiten. 

Knorpel-Knochenkonstrukte mit Bandapparat: 

Die oben beschriebenen Knorpel-Knochenkonstrukte werden mit 
Bandkonstrukten verbunden, indem ein 0,5 mm grofler Bohrkanal 
durch die Knochenkomponente gebohrt wird und das 
Bandkonstrukt, bestehend aus Fibroblasten auf einem 
Kollagenband, hindurchgezogen wird. 

Das Bandkonstrukt ist fest integriert und kann zwei Knorpel- 
Knochenkonstrukte so verbinden und halten, dafi die 
Knorpelf lac hen artikulieren und sich gegeneinander bewegen 
konnen. 

Tierversuche; 

Ca. sechs bis acht Wochen alte Nacktmause wurden in einer 
Narkosekammer mit einem Isof luran®-Sauerstof f gemisch (3% 
Isofluran® in 100% O2, Flufi 4 1/min. ) betaubt. Unter 
Aufrechterhaltung der Narkose rait einer Inhalationsmaske {1,5 
- 2% (v/v) Isofluran® in 100 % O2, FluJ5 0,5 bis 1 1/min.) 
wurden die Tiere mit Betaisodona® abgewaschen und das 
Operationsgebiet steril abgedeckt. Es erfolgte ein ca. 2 cm 
langer, langs verlaufender Hautschnitt im Bereich des Ruckens, 
Spreizen mit der Praparationsschere und Schaffen einer 
Hauttasche. Das osteochondrale Transplantat (ca. 2 x 0,5 x 0,5 
cm) wurde eingelegt und die Wunde mit Einzelknopf nShten 
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verschlossen. Ein steriler Wundverband wurde angelegt. Der 
Eingriff dauerte etwa 15 Minuten. Die Wunden der Tiere wurden 
bis zur gesicherten Wundheilung taglich kontrolliert . 

Die Nacktmause erhielten schliefilich eine letale Dosis CO2 per 
inhalationein am 21., 42. bzw. 63. Tag postoperativ. Die 
osteochondralen Konstrukte wurden mit dem umgebenden Gewebe 
herausprapariert und danach histologisch und 

iinmunhistochemisch auf gearbeitet , Als Ergebnis waren in den 
fusionierten osteochondralen Konstrukten die Knorpel- und 
Knochenkomponente fest miteinander verbunden. Histologisch 
zeigte die Knorpelschicht die Morphologie von hyalinem 
Knorpelgewebe mit iimnunhistochemischem Nachweis von Kollagen 
Typ 2. In der Knochenkomponente fand sich nach acht Wochen ein 
appositionelles Knochenwachstum mit eingesprofiten Kapillaren. 
Die Knorpelkomponente zeigte bei der biomechanischen Priif ung 
im "confined compression test" eine Steifigkeit 
(Kompressionsmodul) von 0,59 Mpa und eine hydraulische 
Permeabilitat von 1,03 x 10"^^ m^/Ns. 



Beispiel 8: Lipofektion von Osteoblasten mit EGF-Plasraid 

Humane Osteoblasten werden am Tag vor der Trans fektion auf 
Gewebekulturbehalter verteilt. Dabei wurden 

Gewebekulturschalen mit 6 Vertiefungen (Fa. Costar, Kat. Nr. 
3506, 9,6 cm^ pro Vert ief ung ) , im folgenden "6-well-Platten" 
genannt, und Zellkultureinsatze (Falcon Cell Culture Insert, 
Fa. Becton Dickinson, PET-Membran mit 1,6 x 10^ Poren (1 fim) 
pro cm^, Kat. Nr. 3102, 4,2 cm^ FlSche) verwendet. 

Es folgen zwei Protokolle, mit denen hohe Expressionen 
erreicht werden. 
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a) Transfektion subkonf luenter Monolayerkulturen in 6-well- 
Platten 

Zur Herstellung der Transf ektionslosung werden pro Ansatz 230 
fil Medium 1 ohne Zusatze, 15 fil Escort^-Reagens (Fa. Sigma) 
und 6 ng Plasmid-DNA (enthaltend das Gen fiir humanes EGF) 
gemischt. Nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur wird der 
Losung pro Ansatz 2 ml Medium 2 hinzugefiigt. Das Kulturmedium 
wird von den Zellen entfernt und das Transfektionsgemisch wird 
zu den Zellen gegeben (2,25 ml/Vertiefung) . Danach werden die 
Zellen 12 h bei 37 °C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. Das 
Transfektionsgemisch wird von den Zellen entfernt, die dann 
mit Medium 2 gewaschen werden. Schliefilich wird zur 
Weiterkultivierung ca. 3 ml Vollmedium in jede Vertiefung 
gegeben. Das Medium wird taglich gewechselt, von den 
Uberstanden werden Proben bei -20 °C aufbewahrt, die dann zur 
Bestimmung des EGF-Gehalts verwendet werden. Die Epidermal 
growth factor (EGF) -Konzentration wurde durch einen ELISA 
bestiramt (Quantikine™, R&D Systems, Kat. Nr. DEG-00) . Hierzu 
mvissen die Proben gegebenenf alls vorher 1:10-1:15 in Medium 
verdiinnt werden, da der Mei3bereich des ELISA 0-250 pg/ml 
betragt . 

Die Analyse ergab, daJ3 EGF iiber 10 Tage mit einem Maximum am 
5. Tag sezerniert wurde. 

b) Transfektion subkonf luenter Monolayerkulturen in 
Zellkultureinsatzen ( "Trennkammerversuch" ) 

Bei den Zellkultureinsatzen handelt es sich um Einsatze, die 
eine porose Membran aufweisen, an die die Zellen adharieren 
konnen. Der Einsatz wird in eine Gewebekulturplatte mit (meist 
6) Vertiefungen eingesetzt, so da/3 die "apikalen" Zellen in 
dem Einsatz ca. 3 mm von den "basalen" Zellen in der 
Vertiefung der Kulturschale raumlich getrennt sind, aber per 
diffusionem Signalstoffe iiber die permeable Membran 
austauschen konnen. Medium wird zur "basalen" und "apikalen" 
Seite der Zellen gegeben, also in die Vertiefung der 
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Zellkulturschale, in die der Einsatz eingesetzt ist und in den 
Einsatz selbst. Diese Anordnung kann benutzt werden, um einen 
parakrinen Effekt sezernierter Wachstumsf aktoren auf andere 
Zellen zu bestiininen. Dazu werden in den Zellkultureinsatz 
Osteoblasten ausgesat, die transfiziert werden. Nach der 
Transfektion werden die Einsatze in Flatten transferiert , die 
mit nicht-transf izierten Zellen besat sind. Da das Medium und 
Faktoren, die von den transf izierten Zellen ausgeschieden 
werden, durch den Filter passieren konnen, kann durch 
Zellzahl-Bestimmung der nicht-transf izierten Zellen im anderen 
Kompartiment eine verstarkte Proliferation nachgewiesen 
werden . 

Die Trans fektionslosung wird wie in a) hergestellt. Das 
Kulturmedium wird aus der Vertiefung der Kulturplatte und aus 
dem Einsatz moglichst vollstMndig entfernt. In jeden Einsatz 
werden 2,25 ml Transf ektionslSsung gegeben. Nach 30-60 min 
Inkubation im Brutschrank wird 1 ml Vollmedium zugegeben. 
Falls wahrend der Inkubationsphase die Transf ektionslosung 
rasch durch den Filter des Einsatzes lauft, mufi gegebenenf alls 
friiher Medium zugegeben werden. Anschlieflend wird 12 h bei 
37 °C und 5% CO2 inkubiert. Die Transf ektionslosung wird 
abgesaugt, der Einsatz wird ausgiebig mit Medium gewaschen. 
Der Einsatz kann nun in eine Kulturschale rait Zellen iiberfiihrt 
werden. Das Mediumvolumen betragt insgesamt 4 ml/Vertiefung 
und Einsatz. 

In einem Versuch wurden 10 mit Osteoblasten besate Einsatze 
mit EGF-Plasmid transfiziert. Als Kontrollen wurden 10 Inserts 
mit Zellen nur mit Liposomenlosung ohne Plasmid behandelt, 
weitere 6 Einsatze wurden vollig unbehandelt gelassen, weitere 
6 Einsatze wurden mit EGF-Plasmid transfiziert, nach der 
Transfektion wurde aber taglich 11,9 ng/ral Medium 
neutralisierender anti-EGF-Antikorper zugegeben (Fa. R&D, No. 
AB-236-NA, 1 mg/ml in PBS, pH 7,4, steril). Am Tag 6 nach der 
Transfektion wurde die Zellzahl der nicht-transf izierten 
Zellen im unteren Kompartiment durch Zellzahlung mit einem 
"Casy TT"-Zellzahler bestimmt. Mit dem von der Firma Casy 
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herges tell ten Gerat konnen Zellen in Lcisungen spektrometrisch 
gezahlt werden. Das Ergebnis ist in Figur 2 gezeigt. Beide 
Kontrollansatze { "Liposom" und "unbehandelt " ) zeigen 
signifikant niedrigere Zellzahlen als der Ansatz, in dem EGF- 
Plasmid transfiziert wurde( "EGF/Liposom" ) . Das zeigt, dai3 die 
transf izierten Zellen einen prolif erativen Effekt haben. Die 
dritte Kontrolle ( "Antikorper " ) zeigt wiederum niedrigere 
Zellzahlen als der Ansatz mit transf izierten Zellen, aber Qhne 
Antikorper ("EGF/Liposom"). Das beweist, daB der proliferative 
Effekt auf EGF zuriickzuf iihren ist. Dieses Experiment zeigt, 
dai3 durch transiente Lipofektion von Osteoblasten Zellen 
erzeugt werden konnen, die Wachstumsf aktoren sezernieren, die 
das Wachstum anderer Zellen stimulieren konnen. 

In einem weiteren "Trennkanunerversuch" wurde der proliferative 
Effekt EGF-transf izierter Osteoblasten mit dem prolif erativen 
Effekt von rekombinantem, humanem EGF verglichen, das den 
Zellen tSglich zugesetzt wtirde. Am Tag 4 nach Transf ektion 
wurde die Zellzahl der verschiedenen Ansatze bestimmt. Das 
geschah durch automatische Zellzahlung mittels "Casy TT" und 
durch Auszahlen in einer Neubauer-Zahlkammer . Das Ergebnis ist 
in Figur 3 gezeigt. Nach Transf ektion mit EGF-DNA ( "EGF- 
Transfektion" ) ist die Zellzahl des Transfektionsansatzes fast 
doppelt so hoch wie die des nicht transf izierten 
Kontrollansatzes ("Kontrolle"). Zugegebenes rekombinantes EGF 
(1 ng/ml jeden Tag) bewirkt zwar auch verstarktes Wachstum 
( "rhEGF-Zugabe'' ) , jedoch nicht so stark wie es durch die 
Transf ektion erreicht wird. 



Beispiel 9: Lipofektion von Osteoblasten mit hbPGF-Plasmid 

Osteoblasten werden mit einem Plasmid transfiziert, das eine 
Nucleinsaure enthalt, die fUr humanen "basic fibroblast growth 
factor" (hbFGF) codiert. 

Am Vortag der Transfektion werden die Zellen auf betreffende 
Kulturbehaiter verteilt (z.B. 6-well-Platten oder 
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Zellkultureinsatze fiir den Trennkammerversuch) . Eingesetzt 
werden je 40000 Zellen pro Vertiefung der 6-well-Platte (9,6 
cm^ Wachstumsf lache pro Vertiefung) oder pro Zellkultureinsatz 
(4,2 cm^ Wachstumsf lache pro Einsatz). Es folgen zwei 
Protokolle, mit denen eine hohe Expression der transf izierten 
Gene erzielt vmrde. 

a) Trans fektion subkonf luenter Monolayerkulturen in 6-well- 
Platten (Escort™-Reagens , Fa. Sigma) 

Die Transf ektionslosung wird durch Mischen von 115 |il Medium 
1, 9 nl Escort™-Reagens (Fa. Sigma) und 3 ng hbFGF-Plasraid 
pro Ansatz hergestellt. Alternativ konnen auch 115 ^1 Medium 
1, 15 III Escort™-Reagens und 5 |ig Plasmid gemischt werden. 
Nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur wird das 
Kulturmedium von den Zellen entfernt, statt dessen wird 1 ml 
Medium mit Zusatzen zu den Zellen gegeben, gefolgt von der 
Transf ektionslosung . Anschliefiend wird 1-2 h bei 37°C und 5% 
CO2 inkubiert. Es folgt Zugabe von 2 ml Medium/Vertiefung und 
24 h Inkubation bei 7°C und 5% CO2. Weiterhin wird das Medium 
taglich gewechselt, wobei Proben des Kulturiiberstandes bei - 
20''C bis zur Analyse aufbewahrt werden. Die bFGF-Konzentration 
in den Proben wird durch ELISA bestimmt. Das Ergebnis ist in 
Figur 4 gezeigt. Bei Verwendung von 3 ug DNA und 9 ^1 
Escort™ ist die FGF-Sekretion am Tag 3 nach der Transfektion 
am hSchsten, bei Verwendung von 5 Mg DNA und 15 \il Escort 
am Tag 5 nach der Transfektion. Die ins Medium abgegebene FGF- 
Menge ist bei Transfektion mit 5 ng DNA hoher. 

b) Transfektion subkonf luenter Monolayerkulturen in 6-well- 
Platten ( Fugene®-Reagens ) 

Die Transf ektionslosung wird durch Mischen von Medium ohne 
Zusatze, Fugene®-Reagens (Fa. Roche Diagnostics) und DNA 
hergestellt. Es wurden 3 Varianten getestet: 
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Ansatz: 


A 


B 


C 


\xl Medium ohne Zusatze: 


97 


94 


91 


iil Fugene®-Reagens : 


3 


6 


9 


ng hbFGF-Plasmid! 


3 


3 


3 



Dabei werden jeweils das Medium und das Fugene®-Reagens zuerst 
gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieJiend 
wird die DNA zugegeben, nach Mischen wird weitere 15 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Das Medium wird von den Zellen 
entfernt, dann werden pro Vertiefung 3 ml Medium und danach 
die Transfektionslosung zugegeben. Es folgt eine 24-stundige 
Inkubation bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank. Im Folgenden 
wird taglich das Medium gewechselt, wobei wiederura Proben des 
Kulturiiberstandes bis zur Analyse bei -20°C gelagert werden. 
Die FGF-Konzentration im Medium wird durch ELISA bestimmt. 
Auch bei Verwendung des Fugene-Reagens ' kann die DNA-Menge 
variiert werden. Es wurden 3 und 5 ^g Plasmid getestet. Das 
Ergebnis ist in Figur 5 gezeigt. Am Tag 7 nach der 
Transfektion wird bei Einsatz von 3 ng DNA mehr FGF sezerniert 
als bei Einsatz von 5 ng DNA ("3 fig Plasmid/Fugene®" und "5 \xg 
Plasmid/Fugene®" ) . Als Kontrolle wurde auch nur DNA ohne 
Fugene®-Reagens "transf iziert " . Die gemessene FGF-Menge ist 
deutlich niedriger als bei Verwendung von Fugene® ("3 fxg 
Plasmid" und "5 ng Plasmid"). Als weitere Kontrolle wurde die 
Fibroblast-Growth-Factor (FGF) -Konzentration im Medium von 
vollig unbehandelten Zellen ermittelt ("unbeh. Zellen"). 

Das Ergebnis zeigt, da/5 Osteoblasten erfolgreich mit hbFGF-DNA 
transfiziert werden konnen und dafl daraufhin mehr FGF ans 
Medium abgegeben wird. 
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c) Trans fekt ion subkonf luenter Monolayerkulturen in 
Zellkultureinsatzen ( "Trennkanunerversuch" ) 

Die TransfektionslSsung wird durch Mischen von 115 nl Medium 
ohne Zusatze, 15 pil Escort®-Reagens und 5 ng hbFGF-Plasmid 
hergestellt. Nach 15 min bei Raumtemperatur wird 2 ml Medium 2 
zugegeben. Das Kulturmedium wird aus dem Zellkultureinsatz , in 
dem die zu transf izierenden Zellen sind, und aus der 
Vertiefung der S-well-Platte, in der sich der Einsatz 
befindet, moglichst vollstandig entfernt. Pro Einsatz werden 
2,25 ml Trans fektionslosung zu den Zellen gegeben. Es wird 30- 
60 min bei 37 °C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert . 
Anschlieliend wird 1 ml Vollmedium pro Einsatz zugegeben 
( gegebenenf alls mufi friiher Medium zugegeben werden, falls die 
Transfektionslosung schnell durch den Filter des Einsatzes 
lauft). Es wird nochmals 24 h bei 37°C und 5% CO2 im 
Brutschrank inkubiert. Danach wird die Transfektionslosung 
abgesaugt, der Einsatz wird ausgiebig mit Medium gewaschen. 
Der Einsatz wird nun in eine Kulturschale mit nicht- 
transf izierten Zellen eingesetzt, deren Proliferation 
iiberwacht wird. Das Medium-Volumen von Einsatz und 
Kulturschale zusammen betragt 4 ml. 

An Tag 4 nach der Transfektion wurde in einem solchen Versuch 
die Zellzahl der nicht-transf izierten Zellen in den unteren 
Kompartimenten bestimmt. Figur 6 zeigt das Ergebnis . Die 
Kontrolle zeigt die natiirliche Vermehrung von Zellen in 4 
Tagen ("unbeh. Zellen"). Sowohl die Anwesenheit hbFGF- 
transf izierter Zellen ("5 ng Plasmid/15 ^ll Escort™") als 
auch Zugabe von rekombinantem humanem bFGF ("rek. bFGF 4 
ng/ml") fiihren im Vergleich mit der Kontrolle zu erhohter 
Proliferation der Zellen. Das zeigt, daJ3 die transf izierten 
Zellen durch FGF-Sekretion parakrin das Wachstum nicht- 
transf izierter Zellen stimulieren konnen. 
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Beispiel 10: Lipofektion von Osteoblasten mit hVEGF-Plasmid 

Subkonf luente Osteoblasten werden mit DNA transf iziert , die 
fur humanen "vascular endothelial growth factor" (hVEGF) 
codiert. Am Tag vor der Transfektion werden die Zellen auf 
betreffende Kulturbehalter verteilt. Bei Verwendung von 6- 
well-Platten werden 50000 Zellen pro Vertiefung eingesetzt. 

Die Trans fektionslosung wird durch Mischen von Medium ohne 
Zusatze, Fugene®-Reagens (Fa. Roche Diagnostics) und DNA 
hergestellt. Es wurden 4 Varianten getestet: 



Ansatz: 


A 


B 


C 


D 


^ll Medium ohne Zusatze: 


94 


91 


90 


85 


^1 Fugene-Reagens : 


6 


9 


10 


15 


ng hVEGF-Plasmid: 


3 


3 


5 


5 



Dabei werden jeweils das Medium und das Fugene-Reagens zuerst 
gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieiiend 
wird die DNA zugegeben, nach Mischen wird weitere 15 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Das Medium wird von den Zellen 
entfernt, dann werden pro Vertiefung 3 ml Medium und danach 
die Trans fektionslSsung zugegeben. Es folgt eine 24-stundige 
Inkubation bei 37 °C und 5% CO2 im Brutschrank. Im Folgenden 
wird taglich das Medium gewechselt, wobei wiederum Proben des 
Kulturiiberstandes bis zur Analyse bei -20°C gelagert werden. 
Die VEGF-Konzentration im Medium wird durch ELISA bestimmt. 
Das Ergebnis der oben genannten Ansatze ist in Figur 7 
gezeigt. Am Tag 7 nach der Transfektion wurde die VEGF- 
Konzentration bestimmt. Die 4 Ansatze ("A" bis "D") zeigen 
gegeniiber der Kontrolle, die die VEGF-Konzentration im Medium 
von unbehandelten Zellen zeigt ("unbeh. Zellen"), erhohte 
VEGF-Werte. Die Werte sind auch hoher als bei Ansatzen, in 
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denen die Zellen nur mit Plasmid, aber ohne Fugene-Reagens 
behandelt wurden ("5 fig Plasmid"), 

Der induktive Effekt transf izierter Osteoblasten (Ansatz B der 
Tabelle in Beispiel 10) auf das Wachstum von mikrovaskularen 
Endothelzellen wurde in der Trennkamraer untersucht (Verfahren 
siehe Beispiel 8b)). Das Ergebnis ist in Figur 8 dargestellt. 
Es zeigte sich ein deutlich beschleunigtes Wachstum der 
Endothelzellen gegeniiber der Kontrolle ohne transf izierte 
Osteoblasten. 

Beispiel 11: Elektroporation von Osteoblasten mit EGF-Plasmid 

Osteoblasten in Kultur werden durch Trypsinierung abgelost, 
zentrifugiert und gezahlt. Die Zellsuspension wird auf 1,510^ 
Zellen/ml eingestellt. Je 300 ^1 dieser Suspension werden in 
eine Elektroporationskiivette (Gene Pulser®/E . coli Pulser™ 
Cuvette, Cat. No. 165-2086, 0,2 cm gap electrode. Fa. BioRad, 
CA 94547) uberfiihrt. Die gap electrode ist eine Elektrode, mit 
der bei der Elektroporation elektrische Felder im Nahermedium 
erzeugt werden. 30 ng DNA (hEGF-Plasmid) werden zu den Zellen 
in die Kiivette gegeben. Eine parallel vorbereitete 
Kontrollkiivette mit Zellen erhalt keine DNA. Anschliefiend 
werden die Kuvetten 10 min auf Eis inkubiert. 

Die eigentliche Elektroporation wird mit einem Gerat zur 
Durchfuhrung von Elektroporationen "Gene Pulser II System" der 
Fa. BioRad durchgefiihrt (Cat. No. der main unit: 165-2105). 
Die Einstellungen sind 150 oder 250 V und 960 |iF; die 
Elektroporationszeit wird von dem GerSt autoraatisch bestimmt, 
sie betrSgt etwa 4 Sekunden. Die Kiivette wird in die Halterung 
der "shocking chamber" (Kammer, in der Zellen in Naherlosung 
eingebracht werden und in der elektrische Felder erzeugt 
werden konnen) eingespannt, wo die Elektroporation 
stattfindet. Nach der Elektroporation wird die Kiivette aus der 
Halterung entnommen und 10 min bei 4«'C inkubiert. Die Zellen 
werden in Medium (Osteoblastenmedium, z.B. BGJ-B-Medium, Fa. 
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Gibco, mit 100 lU/ml Penicillin, 100 fig/ml Streptomycin, 10% 
(v/v) Serum; bei therapeutischem Einsatz wird autologes, 
humanes Serum verwendet, bei Experimenten fotales Kalberserum) 
resuspendiert und auf Gewebekulturschalen verteilt. Das Medium 
wird taglich gewechselt (Nachweis von EGF "nicht-kumulativ" ) . 
Alternativ kann das Medium nicht gewechselt werden (Nachweis 
von EGF "kumulativ" ) . In einem "nicht-kumulativen" Experiment 
warden von den 4 ml Kulturiiberstand taglich Proben entnommen, 
die bei -20 °C aufbewahrt wurden, bis durch ELISA die EGF- 
Konzentration bestimmt wurde. Es wurden aber 1,25 "10^ humane 
Osteoblasten elektroporiert (250 V, 960 nF; 3,9 s, 20 ug DNA) . 
Das Ergebnis ist in Figur 9 dargestellt. Die gemessene EGF- 
Konzentration ist in Abhangigkeit von der Zeit in Tagen 
aufgetragen. Die EGF-Sekretion ins Medium hat am Tag 2 nach 
Transfektion ein Maximum. EGF-Expression ist mehr als eine 
Woche lang nachweisbar. 
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Universitatsklinikum Freiburg 
Patentanspriiche : 

1. Biologisches , zumindest teilweise in vitro hergestelltes 
Gelenkkonstrukt , das wenigstens folgende Bestandteile umfaflt: 

a) wenigstens ein biovertragliches Tragermaterial; 

b) Knorpelgewebe enthaltend Chondrocyten und/oder 
Chondroblasten und Knorpelsubstanz ; 

c) Knochengewebe enthaltend Osteoblasten und/oder 
Osteocyten und Knochensubstanz ; 

wobei Knorpel- und Knochengewebe fest miteinander 
verbunden sind. 

2. Biologisches Gelenkkonstrukt nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet , dal5 das Knochengewebe zur Verbesserung der 
Angiogenese ein Wachstumsf aktorprotein, Endothelzellen oder 
deren Vorlauf erzellen, oder mit einein Wachstumsf aktorgen 
transf izierte Zellen enthalt. 

3. Biologisches Gelenkkonstrukt nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 es eine Gelenkseite aufweist, die 
Kontakt zu einein anderen Gelenkteil haben kann und deren 
Oberflache aus Knorpelgewebe besteht, und eine Ankerseite, die 
zur Verankerung des Gelenkkonstrukts im Knochenschaft dienen 
kann und die aus Knochengewebe besteht. 

4. Biologisches Gelenkkonstrukt nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, daJ3 die Ankerseite wenigstens einen 
zylinderformigen Zapfen aufweist, der mit einem Knochenschaft 
verbunden werden kann. 
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5. Biologisches Gelenkkonstrukt nach einem der Anspriiche 1- 
4, dadurch gekennzeichnet , da/i es zusatzlich wenigstens eine 
Bandkomponente umfaJit, die zwei Gelenkteile funktionell 
miteinander verbinden kann. 

6. Biologisches Gelenkkonstrukt nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, daJ3 das Gelenkkonstrukt zum Teilersatz 
einer Gelenkflache geeignet ist und als einzelnes 
praf ormiertes Konstrukt ausgebildet ist. 

7. Biologisches Gelenkkonstrukt nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 das Gelenkkonstrukt zum Teilersatz 
einer Gelenkflache geeignet ist und als osteochondraler 
Zylinder ausgebildet ist. 

8. Biologischer Gelenkersatz , dadurch gekennzeichnet, daJ3 
wenigstens zwei Gelenkkonstrukte nach einem der Anspriiche 3-5 
mit ihren Gelenkseiten Kontakt zueinander haben und mit ihren 
Ankerseiten in 2 verschiedenen Knochenschaf ten verankert 
werden konnen. 

9. Biologischer Gelenkersatz nach Anspruch 8, dadurch 
gekennzeichnet, dafi wenigstens zwei Gelenkkonstrukte durch 
wenigstens 2 Bandkomponenten verbunden sind. 

10. Biologischer Gelenkersatz nach Anspruch 8 oder 9, dadurch 
gekennzeichnet, dafi er eine Gelenkkapsel aufweist. 

11. Verfahren zur Herstellung eines biologischen 
Gelenkkonstruktes, das folgende Schritte umfaBt: 

a) Bereitstellung einer Knochenkoraponente durch 
Besiedelung eines biovertraglichen Tragermaterials rait 
Osteoblasten; 

b) Bereitstellung einer Knorpelkomponente durch 
Herstellung einer Suspension von Chondrocyten in einem 
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Medium Oder Gel Oder durch Besiedelung einer 
biovertraglichen Tragersubstanz mit Chondrocyten; 

c) Verbindung der Knochen- und der Knorpelkomponente, 
so dafi das Tragermaterial in den Knorpel integriert wird; 

d) Zuchtung des Konstruktes in vitro, wobei durch 
Stimulation der Zellen zur Anheftung und zur Synthese 
ihrer gewebespezif ischen extrazellularen Matrix eine 
biologische Vernetzung der zusammengesetzten Komponenten 
erreicht wird; 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , dafi 
das Tragermaterial der Knochenkomponente (a) so geformt wird, 
dafi es eine Gelenkseite zur Aufnahme einer Knorpelf lache und 
eine Ankerseite zur Verbindung mit einem Knochen aufweist. 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch 
gekennzeichnet, dafi zur Bereitstellung der Knorpelkomponente 
(b) 

aa) Chondrocyten in der Thrombinkomponente eines 
Fibrinklebers suspendiert werden, 

bb) diese Suspension mit der Fibrinogenkomponente des 
Fibrinklebers gemischt wird, 

cc) die Mischung in eine anatomisch gewiinschte Form 
gebracht wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 11-13, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Knochen- (a) und die Knorpelkomponente 
(b) vor der Verbindung getrennt in vitro kultiviert werden. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Verbindung (c) von Knochen- und Knorpelkomponente mittels 
Fibrinklebung erfolgt. 
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15. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet , daJ3 
wahrend der Verfestigung des Fibrinklebers bei der Herstellung 
der Knorpelkomponente das noch nicht durch Osteoblasten 
besiedelte Tragermaterial der Knochenkomponente in die 
Knorpelschicht gedriickt wird, so daR es fest eingebunden wird 
und, 

dai3 spater die Besiedelung der Knochenkomponente durch 
Osteoblasten erfolgt. 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 11-16, dadurch 
gekennzeichnet, dafi es weiterhin die Herstellung einer 
Bandkomponente aus faserartigen Materialien und Fibroblasten 
umfaJit. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 11-17, dadurch 
gekennzeichnet, daJi es weiterhin die Herstellung einer 
Kapselkomponente aus faserartigen, membranosen Materialien und 
Fibroblasten umfafit. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 11-18, dadurch 
gekennzeichnet, daJ3 an dem TrSgermaterial der 
Knochenkomponente nach der Formgebung wenigstens eine 
Bandverbindungsstelle zur Anbringung von Gelenkbandern 
angebracht wird. 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 11-19, dadurch 
gekennzeichnet, dali an dem Tragermaterial der 
Knochenkomponente wenigstens ein Kapselverbindungsareal zur 
Anbringung einer Gelenkkapsel angebracht wird . 

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 11-20, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 wenigstens eine Bandkomponente an einer 
Bandverbindungsstelle der Knochenkomponente gemafi Anspruch 19 
angebracht wird. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 11-21, dadurch 
gekennzeichnet, daii wenigstens eine Kapselkomponente an einem 
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Kapselverbindungsareal der Knochenkomponente gemaB Anspruch 20 
angebracht wird. 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 11-22, dadurch 
gekennzeichnet , daB der Knochenkomponente Endothelzellen, ein 
Wachs turns faktorprotein, oder mit einem Wachstumsf aktorgen 
transf izierte Zellen hinzugefugt vrerden. 

24. Verfahren zur Herstellung von Knochengewebe, dadurch 
gekennzeichnet, dal3 Spongiosa als Tragermaterial verwendet 
wird. 

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
autoklavierte, humane, allogene Spongiosa als Tragermaterial 
verwendet wird. 

26. Verfahren zur Herstellung von Knochengewebe, das folgende 
Schritte umfafit: 

a) Isolierung von Knochenzellen oder 
Knochenvorlaufer zellen; 

b) Trans fektion der Zellen durch nicht-viralen 
Gentransfer mit wenigstens einem Gen, das fUr einen 
Wachs turns faktor codiert; 

c) Besiedelung eines biovertraglichen Tragermaterials 
mit den transf izierten Zellen; 

d) Ziichtung der Zell-Tragermaterial-Konstrukte in 
vitro. 

27. Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB 
die isolierten Zellen vor der Trans fektion vermehrt werden. 

28. Verfahren nach Anspruch 26 oder 27, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Trans fektion durch Lipofektion 
erfolgt . 
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29. Verfahren nach einem der Anspriiche 26-28, dadurch 
gekennzeichnet, daJ3 die Transfektion transient ist. 

30. Verfahren nach einem der Anspriiche 26-29, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das transf izierte Gen oder wenigstens 
eines der transf izierten Gene fiir einen Wachstumsf aktor 
codiert, der aus folgender Gruppe ausgewahlt ist: EGF, bFGF, 
VEGF, BMP-1 bis BMP-20, TGF-B, PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, 
Ang I, Ang II. 

31. Verfahren nach einem der Anspriiche 26-30, dadurch 
gekennzeichnet, daB das biovertragliche Tragermaterial auch 
mit nicht transf izierten Zellen besiedelt wird. 

32. Verfahren nach einem der Anspriiche 26-31, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die isolierten Zellen stromale Zellen 
sind. 

33. Knochengewebe , enthaltend folgende Bestandteile : 

a) Osteoblasten, die in vitro durch nicht-viralen 
Gentransfer mit einem Gen, das fiir einen Wachstumsf aktor 
codiert, transf iziert worden sind; 

b) wenigstens ein biovertragliches Tragermaterial 

34. Knochengewebe nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, 
daB es nach einem Verfahren gemMB einem der Anspriiche 24-32 
erhalten werden kann. 

35. Verwendung von Knochengewebe gema/3 Anspruch 34 bei einem 
Verfahren zur Herstellung eines biologischen Gelenkkonstrukts 
gemafi einem der Anspriiche 11 bis 23. 
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Figur Id) 
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Figur le) 
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Figur Ig) 



wo 00/74741 



8/16 



PCT/EPOO/05313 




Pigur Ih) 



wo 00/74741 



PCT/EPOO/05313 



Figur 2 



£55 Trennkammerversuch 

Casy TT / automatische Zellzahlung an Tag 6 

350.000 -1 




EGF/Liposom Liposom unbehandelt Antikorper 



wo 00/74741 

Figur 3 



PCT/EPOO/05313 



Upofektion (Escort™) mit EGF-DNA 
Trennkammerversuch 




aCasy TT 
E Neubauer 



EGF- Kontrolle ohne (1ng/ml*d) 
Transfektion Escort™ rhEGF 



PCT/EPOO/05313 

11/16 



Pigur 4 



Lipofelction (Escort'"") 
humaner Osteoblasten mit bFGF 



Tagi 



Tag 3 



Tags 







m 












□ 3 pg Plasmid + 9\i\ Escort™ 
05 Mg Plasmid + 15 jjI Escort™ 
■ unbeh. Zellen 












n 



















Tag? 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 00/74741 



12/16 



PCT/EPOO/05313 



Figur 5 
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Figur 6 
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Figur 3 
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I (54) Title: BIOLOGICAL JOINT CONSTRUCT 



(54) Bezeichnung: BIOLOGISCHES GELENKKONSTRUKT 

^ (57) Abstract: The invention relates to a biological joint constract which is at least partiaUy produced in an in vitro manner and 
^ which comprises at least one biocompatible supporting material, cartilaginous tissue and osseous tissue, whereby the cartilaginous 
^ tissue and osseous tissue are joined to one another in a fixed manner. The invention also relates to a method for producing tiiis joint 

constmct An additional aspect of the invention is osseous tissue fliat contains tiie transfected cells and a method for producing the 
t--. same. Another aspect of the invention is osseous tissue that contains angiopoietic ceUs or angiogenic growtii factore as weU as a 

method for the production tiiereof. 

o 

^ (57) Zusammenfassung: Die voriiegende Erfindung betrifift ein biologisches, zumindest teUweise in vitro hereesteUtes Gelenk- 
g konstnikt, das wenigstens ein bioveitragliches ■nagermaterial, Rnoipelgewebe und Knochengewebe umfosst, wobei Knorpel- und 
Knochengewebe fest miteinander verijunden sind. Die Erfindung betrifift ausseitiem ein Verfahren zur HereteUung dieses Gelenk- 
^ konsbukts. Ein weiterer Aspekt der Erfta dung ist Knochengewebe, das transfizierte Zellen entfiiUt, sowie ein Verfahren zu seiner 
> HereteUung. Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist Knochengewebe, das gefSssbUdende ZeUen oder angiogene Wachstumsfaktoren 
1^ enthiilt, sowie ein Verfahren zu seiner Herstellung. 
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Remark on Protest The additional search fees were accompamed by the applicant s 

[X] No protest accompamed the payment of additional search fees . 
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